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Resumen

La busqueda de nuevos farmacos nos ha llevado a estudiar nuevas sustancias en
la naturaleza entre las que se encuentran los venenos y secreciones de
numerosos animales ponzofosos. Estos venenos contienen varios tipos de
moléculas con potencial terapéutico, entre ellas enzimas, factores anticoagulantes,

inhibidores de enzimas y analgésicos (Rajendra et al., 2004).

Con respecto a los analgésicos, se conocen un tipo de péptidos denominados
conotoxinas, procedentes de los venenos de caracoles marinos, donde se han
encontrado sustancias con propiedades antinociceptivas similares y/o superiores a
la de varios opioides de uso comun como la morfina (Livett et al., 2006). Las
conotoxinas son péptidos con una masa molecular de 2 a 4 KDa con una
estructura compacta debido a un contenido relativamente alto de puentes disulfuro
con respecto a otros péptidos o proteinas (Livett et al., 2006 y Zhang et al., 2007),
lo cual les confiere una buena estabilidad biolégica y estructural. Este tipo de
péptidos en cuanto a tamafio y numero de puentes disulfuro también se
encuentran en los venenos de otros animales como en los venenos de arafas, en
especial de especies de la familia Theraposidae (Chen et al., 2005, Park et al.,
2008 y Schmalhofer et al., 2008).

El presente trabajo reporta la busqueda de péptidos con propiedades analgésicas
contenidas en los venenos de tres especies de arafias mexicanas de la familia
Theraposidae pertenecientes a los géneros Aphonopelma, Brachypelma vy
Cyclosternum.

En el trabajo se detalla la purificacion mediante cromatografia por HPLC de las
fracciones proteicas de los venenos de las especies Aphonopelma seemanni,
Brachypelma verdezy y Cyclosternum fasciatum. También se reporta la capacidad
analgésica de dichas fracciones en ratones CD-1 machos, utilizando los ensayos
de “Hot Plate” y formalina. Encontrandose cinco péptidos con propiedades

analgésicas, uno en el veneno de Aphonopelma seemanni nombrado AsTx48, tres



en el veneno de Brachypelma verdezy, nombrados BvTx47, BvTx48 y BvTx55 y
uno mas en el veneno de Cyclosternum fasciatum nombrado CfTx54. En este
proyecto se realizé el secuenciamiento parcial del N-terminal de los péptidos con
actividades analgésicas y se crearon bancos de cDNA a partir de las glandulas
venenosas de las tres especies con el fin de determinar la estructura quimica
primaria completa de los péptidos con dichas propiedades analgésicas. Con las
cuales se obtuvo una aproximacion a la secuencia primaria completa de los
péptidos AsTx48, BvTx47, BvIx48 y BvTx55, donde se puede observar la
presencia de cisteinas, caracteristicas de los péptidos reportados que encuentran
presentes en los venenos de arafias (Zhu et al., 2003) Finalmente se detalla la
estructura primaria del péptido BvTx47, asi como su estructura tridimensional por
medio de aproximaciones in silico, siendo este péptido el cual presentd
propiedades analgésicas comparado con analgésicos de uso comun en las
concentraciones minimas donde presentan su actividad biolégica, asi como

propiedades insecticidas en grillos comunes (Acheta domesticus).

En base a los resultados obtenidos, podemos dar por sentado que los venenos de
estos animales son una fuente nueva de péptidos con posibles propiedades
terapéuticas, en particular con propiedades analgésicas, asi como su posible uso
para cumplir otras actividades bioldgicas. El siguiente paso de esta investigacion
sera el determinar los mecanismos por los cuales se presentan estos efectos en

tanto en mamiferos, como en insectos.



1. Introduccion

El dolor es un mecanismo que utiliza nuestro organismo para alertarnos acerca de
lo que sucede en nuestro alrededor, tal es el caso del dolor que sentimos a causa
de una quemadura o el dolor de un apéndice que esta a punto de reventar. Sin
embargo esto no quiere decir que se trate de una sensacion uniforme a la cual
cataloguemos unicamente como dolor, ya que sentimos dolor de muy distintas
maneras dependiendo de cudl es el origen o causa del mismo. De hecho, el tratar
de dar una escala de medida exacta al mismo, es practicamente imposible, ya que
se trata de una sensacién subjetiva (Buschmann et al., 2002). Debido a esta alta
variabilidad en lo que nos hace sentir dolor, es que lo clasificamos principalmente

en dolor de tipo agudo y cronico (Fig. 1) (Garcia-Fajardo et al., 2002).

El dolor de tipo agudo es una experiencia que usualmente es de corta duracion y
sirve para alertar al organismo acerca de un dafio tisular, que al ser percibido por
el individuo este toma las medidas protectoras 0 evasivas necesarias para
minimizar el dafio. Este tipo de dolor tiende a disminuir conforme pasa el tiempo
(McGivern, 2007) (Fig.1).

Mientras que el dolor de tipo crénico representa una sefial anormal que es de
amplia duracion y aparentemente no tiene ningin uso funcional para un
organismo, pero es asociado normalmente con enfermedades que presentan
inflamacion de tejidos o dafio a neuronas del sistema nervioso central (CNS) o del
sistema nervioso periférico (PNS), en algunos de los casos mas complejos el dolor
cronico puede deberse a una combinacion de dolor por inflamacion y dolor
neuropatico (McGivern, 2007) (Fig.1).

A pesar de que a partir de la década de los 60’s se han realizado grandes avances
en el estudio del dolor, los tratamientos existentes contra este no son totalmente
eficaces para todos los casos, ya que existen algunos donde el dolor adn no es
tratable (Buschmann et al., 2002). Incluso hay algunos padecimientos que siguen
siendo manejados de manera equivocada usando medicamentos que ya no son

de uso comun, los cuales tienen un gran numero de efectos secundarios y no una



accion especifica tales como algunas farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(NSAID) (Villarejo et al., 2001).
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Figura 1. Tipos de dolor. A) Fase 1; consiste del dolor agudo el cual dura poco tiempo, B) Fase
2; es mas prolongada y produce un estimulo dafino y C) Fase 3; la cual se produce si existe dafio
en un nervio periférico (Brooks y Tracey, 2005).

1.1. Fisiologia y Fisiopatologia del dolor

Los aspectos fisiologicos del dolor se vuelven evidentes cuando el dafio que
recibe el tejido es lo suficientemente intenso como para estimular a los extremos
nociceptivos de las fibras-C nerviosas, los cuales se encuentran en toda la
superficie del cuerpo y en los 6rganos internos (Riedel y Neeck, 2001). Ademas un
gran numero de subtipos de fibras-A también atraen impulsos nociceptivos
aferentes (Buschmann et al., 2002). La transmision del dolor se da a partir del
tejido dafiado el cual manda un impulso nervioso con direccion a la corteza

cerebral (Fig. 1), donde dicho impulso se traduce en una sensacion consciente de



dolor. Ademas de dicha sefal, los tejidos dafiados producen varias sustancias que
a su vez producen dolor, entre las cuales se encuentra la serotonina, la
bradikinina, la histamina, la acetilcolina entre otras sustancias las cuales pueden
actuar de manera sinérgica para elevar la sensacion de dolor (Rajendra et al.,
2004).

Un dolor severo y continuo puede desencadenar un reflejo o sensacion de dolor
de larga duracién en la espina dorsal y el sistema nervioso simpatico, que puede
llevar a la produccién de hormonas y otras sustancias que desemboquen en un

estado de dolor crénico llamado hiperalgesia (Matthews y Dickenson, 2001).

La accion analgésica de los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID)
tiene la habilidad de prevenir la produccion de prostaglandinas las cuales juegan
un papel clave en la sensibilizacion de receptores mediadores del dolor (Villarejo
et al., 2001) (Fig.2).

1.2. Nocicepcion

La importancia de tener un sistema de “deteccién y proteccion ante amenazas” es
ilustrada por el hecho de que la mayoria de los animales tienen aferentes
sensitivas que responden a estimulos nocivos llamados nociceptores. La
nocicepcion es una respuesta a una fuerte estimulaciéon de los nociceptores o
fibras nociceptivas, las cuales son extremos terminales de nervios periféricos, la
mayoria se encuentra en la piel, pero también pueden encontrarse en otros sitios
cercanos a esta, asi como en los 6rganos y distribuidos en el sistema nervioso
periférico (Buschmann et al., 2002) (Fig.1). Las sefiales que son transmitidas por
medio de los nociceptores, cuando llegan al cerebro son interpretadas como dolor
(Villarejo et al., 2001).

La diferencia entre dolor y nocicepcion por parte de la IASP (International
Association for the Study of Pain) indica como principal disimilitud que el dolor

tiene una componente emocional (Smith y Lewin, 2009).
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Figura 2. Ejemplo de transmisién de dolor. Transmisién del dolor desde aferentes nerviosas
situadas en distintos puntos del organismo, hasta llegar al ganglio dorsal de donde son mandadas
a distintas zonas del cerebro donde terminan siendo interpretadas como dolor. EXxisten
nociceptores distribuidos a lo largo de esta via y los medicamentos de uso comdn actlan a
distintos niveles de esta via (Buschmann et al., 2002).

1.2.1 Nociceptores

La idea de que existian sensores aferentes que detectaran especificamente
estimulos nocivos fue propuesta por primera vez por Charles Sherrington quién
menciona que “existe una considerable evidencia de que la piel esta provista con
un conjunto de terminaciones nerviosas, cuyo oficio especifico es detectar
estimulos que dafan la piel, preferentemente nocicipiente” (Sherrington y Laslett,
1903).

Los primeros conocimientos en el estudio de los nociceptores provienen del
trabajo de Burgess y Perl (1967) Usando el método de nervio sensibilizado y
registrando fibras aferentes Ad y fibras-C en nervios cutaneos de gato.



Demostrando que existian ciertas clases de aferentes las cuales solo responden a

estimulos nocivos.

El término nociceptor en este trabajo es utilizado como aquel aferente capaz de
responder al dafio de tejido a diferencia de aquellos que por lo general solo
perciben estimulos inocuos. La activacion del nociceptor inicia tipicamente con la
transduccion que es un proceso en el cual se lleva cabo un cambio conformacional
en las proteinas especificas que se localizan en la terminacién del nociceptor y
que directa o indirectamente provocan la apertura o cerrado de los canales iGnicos
(Treede et al., 1992). Los cambios resultantes en el flujo i6nico a través de la
membrana plasmatica producen un cambio en el potencial de membrana, lo que

se conoce como potencial generador.

Morfologicamente un nociceptor es una terminacion nerviosa libre que se
encuentra conectado al CNS por medio de fibras nerviosa mielinizadas (Fibras-A)
o desmielinizadas (Fibras-C), una de las localizaciones mas frecuentes de las
terminaciones nerviosas libres es en la pared de las arteriolas y el tejido conectivo

circundante (Mense et al., 2009).

En mamiferos la piel es la que se encuentra mas frecuentemente expuesta a un
potencial estimulo dafiino y es por ello que las terminales aferentes de esta area
han sido ampliamente examinadas (Smith y Lewin, 2009).

Nuestro conocimiento de la funcidon de los nociceptores y la nocicepcion proviene
de 4 métodos experimentales principalmente; 1) Examinacion electrofisiolégica de
las respuestas de fibras aferentes simples en preparaciones de nervios
sensibilizados; 2) Analisis “patch-clamp” de toda la célula de un cultivo de
neuronas sensitivas; 3) Microneurografia en humanos voluntarios y 4) El estudio
del entorno de un organismo en respuesta a un estimulo nocivo (Smith y Lewin,
2009).

También es posible registrar a partir de fibras aferentes en humanos despiertos a

través de la técnica de microneurografia desarrollada por Valbo y Hagbarth, 1968.



Dicha técnica ha permitido confirmar muchos de los descubrimientos hechos en

estudios con animales con las obvias ventajas de comunicacion.

La percepcion del dolor es generalmente provocada por un estimulo de alta

intensidad ya sea mecanico, quimico o térmico.

En cuanto a los aferentes cutaneos estos se dividen en 2 grupos principales de
acuerdo al calibre del axon y su mielinizacién; 1) Las fibras-A que son de gran
diametro y estan mielinizadas; y 2) fibras-C que son de diametro pequefio y sin
mielina. Varios axones de las fibras-C se encuentran empacados en paquetes
Remak que se encuentran cubiertos por células de Schwann. Las fibras-A
conducen sus potenciales de acciébn de manera mas rapida que las fibras-C
(Fibra-A, 1.2 — 40 m/s y Fibras-C, 0.3 — 1.2 m/s) (Smith y Lewin, 2009).

1.2.1.1 Fibras-A

Las fibras A tipo B tienen un gran diametro y una cubierta delgada de mielina,
estas son fibras conductoras muy rapidas relacionadas a la deteccion de estimulos

mecanicos No NocCivos.

Las fibras A tipo & (Ad) tienen un diametro axonal mas pequefio y una capa mas
delgada de mielina y son activados por estimulos nocivos de alta intensidad. Las
fibras A® son mecanonociceptores y pierden su mielina es sus extremos los cuales
se encuentran libres. Estudios en ratones han mostrado que algunos de los Ad
mecanonociceptores son termosensibles, 12% son sensibles al calor (a partir de
los 42°C), 50% son sensibles al frio (a partir de los 8°C) (Cain et al., 2001).
Aunque también se han encontrado mecanonociceptores Ad que se activan por

temperaturas arriba de los 45°C (Adriaensen et al., 1980).
1.2.1.2 Fibras-C

Las fibras-C sin mielina también tienen extremos libres como en el caso de los Ad
mecanonociceptores, los cuales dicho sea de paso son mas abundantes que las
fibras-A, en general. Las fibras-C son generalmente concebidas respondiendo

Gnicamente a estimulos nocivos sin embargo se han encontrado un numero de



fiboras-C de bajo umbral. La mayoria de las fibras-C son principalmente
polimodales, respondiendo a estimulos nocivos de todos los tipos (mecanico,

calor, quimico).

Algunos estudios en ratén han encontrado que estas fibras-C llegan a tener un
mayor umbral mecanico que los Ad mecanonociceptores, mientras que otros
estudios encontraron valores similares para ambos, la explicacion para esto puede
ser que los nervios registrados y la piel inervada difiere entre ambos estudios
(Smith y Lewin, 2009).

El porcentaje de fibras-C activadas por calor nocivo varia entre estudios pero por
lo general son cerca del 70% y el umbral de temperatura es de ~40°C (Cain et al.,
2001; Lewin y Moshourab, 2004).

En cuanto al porcentaje de fibras-C polimodales que son sensibles al frio nocivo
existen mas discrepancias. En un estudio la mayoria de las fibras sensibles al
calor fueron descritas como sensibles al frio en un umbral ~ 10°C (Cain et al.,
2001). Sin embargo otros estudios no han encontrado tal proporcién de fibras
sensibles al frio nocivo (Lewin y Mendell, 1994; Kwan et al., 2009).

Asi mismo el porcentaje de fibras-C clasificadas como termosensibles varian entre
distintos estudios, los umbrales de activacién para el calor y frio nocivos son de
~40°C y ~10°C respectivamente lo que se correlaciona bien con las temperaturas
que los humanos identifican como causantes del dolor provocado por calor y frio
(Treede et al., 1992; Davis y Pope, 2002).

No todas las fibras-C que codifican estimulos nocivos son polimodales, algunas
son activadas Unicamente por un tipo de estimulo nocivo, sin embargo son
menores en numero que las fibras-C polimodales (Koltzenburg et al., 1997; Cain et
al., 2001; Lewin y Moshourab, 2004). El dltimo tipo de fibras-C identificado tanto
en ratones como en humanos, son las conocidas como “durmientes” o “silentes”
debido a que no reaccionan a estimulos mecanicos o termales (Handwerker et al.,
1991; Schimidt et al., 1995; Weidner et al., 1999).



1.2.1.3 Sensibilizacion

Los nociceptores muestran una gran plasticidad. Como evidencia existe el
fenébmeno de sensibilizacion, este fenOmeno se manifiesta en neuronas no-
sensibles, las cuales subitamente se vuelven sensibles a un estimulo o neuronas
respondiendo a un rango de estimulacion menor al normal y/o produciendo
respuestas con una mayor magnitud. Lo que resulta en vias de sefalizacion que
son activadas extensiva y fuertemente, esta sensibilizacion puede suceder debido

a una estimulacion repetida.

La sensibilizacion suele ocurrir en respuesta a la inflamaciéon actuando como un
mecanismo de proteccién ya que esta sensibilidad incrementada provoca que la
parte del cuerpo lastimada sea protegida previniendo un mayor dafo (Lewin et al.,
2004, Woolf y Ma, 2007).

1.2.1.4 Receptores nociceptivos

Algunos ejemplos de receptores que se han asociado a la percepcion del dolor
son: Los canales Na, 1.7, 1.8 y 1.9, los cuales son unos de los canales de sodio
dependientes de voltaje (Na,) expresados en el sistema nervioso periférico, estos
son complejos transmembranales que permiten un rapido flujo de sodio que
subyace a la creciente despolarizacion generadora de los potenciales de accion.
Estos canales juegan un rol critico en la modulacion de la excitabilidad de las
neuronas sensitivas, ya que son altamente importantes para la generacion y
conduccion de impulsos nerviosos (Rush et al., 2007). Se tiene evidencia de que
los canales de tipo Na, son muy importantes en la sefializacion del dolor, siendo
los subtipos Na, 1.7, 1.8 y 1.9 los que se han encontrado mas claramente
relacionados con la percepcion del dolor sobre todo del tipo inflamatorio y del tipo
neuropatico, siendo dentro de ellos, el subtipo Na, 1.7 uno de los mas importantes,
no solo entre los canales de sodio sino desde una perspectiva mas global, debido
a que las mas minimas modificaciones en este subtipo pueden generar desde

varios cuadros severos de dolor cronico hasta la pérdida total de la sensibilidad al



dolor. Los Na, 1.7 se expresan principalmente en neuronas nociceptivas de

pequefio diametro (Schmalhofer et al., 2008).

Los canales de calcio de tipo N (N-Type Ca 2+) son canales heteropoliméricos
expresados Unicamente por el sistema nervioso, principalmente localizados en la
terminal pre-singptica de neuronas aferentes que forman parte de la espina dorsal
asi como en el ganglio dorsal (Chen et al., 2004) y contribuyen a la liberacién de
glutamato, ya que tras ser activados llevan a una mejor liberacion del
neurotransmisor (Rycroft et al., 2007). Como el resto de los canales de calcio
activados por voltaje (Ca,), estos canales tienen la particularidad de que al ser
activados por un potencial de accién generan la liberaciébn de neurotransmisores
(Bourinet et al., 2005).

Los receptores opioides se encuentran ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso central, asi como en nervios autonémicos y sensibles periféricos. Actdan
como transductores de sefal y se encuentran anclados a la superficie de la
membrana neuronal (Henriksen y Willoch, 2008). Los receptores analgésicos de
tipo opioide son la piedra angular de la mayoria de los tratamientos analgésicos
hasta el dia de hoy. Estos actian sobre los tres tipos de receptores pertenecientes
a esta familia los cuales son los delta, mu y kappa. La mayoria de los tratamientos
qgue utilizan alguna de estas vias tiene una serie de efectos secundarios (mu y
kappa), salvo por los receptores delta que son los ligandos para las encefalinas
(Villarejo et al., 2001).

Los canales ionicos sensibles a acido (ASIC) son expresados a través de todo el
sistema nervioso central (CNS) asi como en el periférico (PNS). En mamiferos se
han encontrado 4 genes codificantes para canales ASIC, asi como 2 “splicings”
alternativos los cuales generan las variantes del tipo 1 y 2 (Donier et al., 2008).
Son canales cationicos neuronales insensibles a voltaje y activados por protones
extracelulares. En neuronas sensitivas los canales ASIC se encuentran

relacionados con la percepcion del dolor y la mecanorecepcion, sin embargo su rol



no esta del todo claro. Estos canales disparan potenciales de accion después de
la acidificacion del medio extracelular (Baron et al., 2008). Evidencia experimental
ha mostrado que los canales ASIC tienen un rol en la mecanosensacion, pero su
funcion exacta en la transduccién de sefiales no esta muy clara (Price et al., 2000;
Page et al., 2004; Jones et al., 2005).

Los receptores de potenciales transitorios vaniloides (TRPV) pertenecen a una
familia de canales i6nicos activados por ligandos y son permeables a Ca*™® y Na*,
los cuales se expresan por neuronas aferentes primarias. Cuando estos canales
se activan, el canal se abre, lo cual permite el influjo de los iones de calcio y sodio,
lo cual despolariza las fibras neuronales asociadas al dolor, iniciando los
potenciales de accion en las terminaciones nerviosas y también modulan la
liberacion de neurotransmisores (Premkumar y Sikand, 2008), entre los ligandos
qgue reconocen se encuentran moléculas lipofilicas. Sin embargo también pueden
verse activados por protones extracelulares, asi como estimulos fisicos tales como
el calor y cambios de presiéon osmadtica (Kauer y Gibson, 2009). Uno de los
canales de este tipo mas estudiados es el TRPV1 el cual media la hiperalgesia

inflamatoria térmica (Premkumar y Sikand, 2008).

Existen un sin numero de nociceptores dependiendo del tipo de via que utilizan

para transmitir su sefal.

2. Antecedentes
2.1 Analgésicos

Por definicion general los analgésicos son medicamentos utilizados para tratar y
aliviar el dolor (Buschmann et al., 2002). Al existir dolor como parte de una
sintomatologia, el tratamiento general refiere al uso de analgésicos tanto opioides
como los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES), los cuales son

administrados principalmente de manera oral o intradérmica.



Los medicamentos para el control del dolor se disefiaron para interrumpir las vias
de transmision en sitios especificos, usualmente bloqueando la transmision de
sefales. Existen tres sitios principales donde se puede modificar la sefal
transmisora del dolor, esto puede ocurrir en la periferia, en la médula espinal y en
el cerebro. La mayoria de los analgésicos tienen mas de un solo sitio de accion.
En la espina dorsal la informacion dolorosa se percibe por medio de células del
ganglio dorsal de donde son enviados al cerebro. Las fibras que transmiten estas
sefales al cerebro tienen terminaciones en diferentes sitios, particularmente la
formacion reticular, el talamo y la corteza cerebral. En la formacion reticular el
estimulo doloroso puede provocar cambios en el ritmo cardiaco, la presion
sanguinea, la respiracion y otras funciones. Mientras que en el tAlamo y la corteza

cerebral es donde se genera la apreciacion consciente del dolor.

Los analgésicos opioides entre los cuales se cuentan algunos de los mas potentes
actualmente son utilizados para tratar dolores de moderados a severos, sin
embargo provocan una serie de efectos secundarios, entre los que se encuentran
la generacion de resistencia y en ocasiones y como consecuencia de ello se
puede generar una farmacodependencia en el paciente. Uno de los analgésicos
opioides mas conocido es la morfina, la cual aparte de acarrear consigo la fama de
narcotico es el estandar contra el cual son comparados los nuevos analgésicos
(Schmalhofer et al., 2008).

Mientras que los NSAID tienen un grado variable de accidon analgésica, anti-
inflamatoria y anti-pirética, su accion analgésica se encuentra mediada
principalmente por su capacidad de prevenir la produccion de prostaglandinas, las
cuales se encuentran implicadas en la produccion de dolor inflamatorio y en la
sensibilizacion de nociceptores. Los NSAID producen una serie de efectos
secundarios como los dafios gastrointestinales y la nefrotoxicidad, entre otros

debido a que afectan distintos 6rganos (Buschmann et al., 2002).



2.2 Funcionamiento general de los analgésicos en el sistema nervioso.

Los analgésicos tienen diferentes vias de accién, sin embargo los analgésicos a
los cuales nos avocamos principalmente en este trabajo son aquellos que
fundamentan su accion en el agonismo con ciertos receptores lo cual provoca una
liberacion de neurotransmisores que permiten la liberacion de sustancias
endogenas para combatir el dolor. Este es el caso de la mayoria de los
analgésicos opiodes que actian sobre los receptores opiodes de tipo mu y kappa
(Buschmann et al., 2002). Mientras que la otra via es el antagonismo, en el cual el
analgésico bloguea o reduce la transmision de sefiales provenientes de las vias
aferentes o cuando estas ya han alcanzado el ganglio dorsal, debilitando la
transmision de sefiales por parte de las neuronas de relevo presentes(Buschmann
et al., 2002) .

2.3 Analgésicos provenientes de venenos animales.

En la actualidad el uso de analgésicos sigue siendo en su mayoria similar al
mismo que existia hace ya varias décadas (Livett et al., 2006). Sin embargo en la
busqueda de nuevos farmacos contra el dolor se ha llegado a encontrar moléculas
analgésicas en venenos de animales, tal es el caso de los conos marinos (Livett et
al., 2006). Estos moluscos producen un veneno bastante complejo el cual puede
llegar a contener hasta 200 componentes distintos bioldgicamente activos
(Buschmann et al., 2002).

La bldsqueda de analgésicos en venenos de animales tiene como base
conocimientos previos (mas no es la Unica razén), sobre la sintomatologia
provocada por éstos venenos en el ser humano, la cual podria estar relacionada
con una actividad analgésica. Esta busqueda ha dado como resultado el
descubrimiento de péptidos con propiedades analgésicas en distintos organismos
(zhang et al., 2007).

Uno de los mejores resultados obtenidos hasta el momento es el farmaco llamado
Prialt, que es el nombre comercial de la w-Conotoxina MVIIA (que pertenece a una

familia de w-Conopéptidos que tienen un tamafio de entre 24 — 29 aminoacidos).



La w-Conotoxina MVIIA se obtuvo del veneno del caracol marino denominado
Conus magus y su accidon analgésica se basa en el bloqueo de canales de calcio
del tipo N. Este péptido completo satisfactoriamente sus fases de pruebas clinicas
y fue aprobado por la FDA (Administracion de Drogas y Alimentos, por sus siglas
en inglés) para su uso terapéutico. En la actualidad el Prialt es utilizado en el
tratamiento del dolor crénico, teniendo varias ventajas sobre los tratamientos
tradicionales, ya que no se ha observado que provoque algun efecto secundario
(McGivern, 2007) siempre y cuando se administre via epidural, lo cual es una

limitante de este farmaco.

El descubrimiento de la actividad analgésica de la w-Conotoxina MVIIA ha sido un
aliciente en la investigacion que se lleva a cabo en el estudio de venenos
provenientes de animales ponzofiosos. Posteriormente se han encontrado
péptidos con accién antinociceptiva en varias especies de animales venenosos,
entre ellos alacranes, arafias, conos y etc. (Tabla 1) donde se describe su

actividad.

Tabla 1. Ejemplos de péptidos con propiedades analgésicas provenientes de veneno y de
secreciones de animales. Se puede observar la gran variedad de fuentes de péptidos con

propiedades analgésicas (Rajendra et al., 2004).

Fuente Péptido Actividad Referencia
Veneno BmK ITAP Toxina contra insectos y analgésicos. Xiong et al., 1999
de alacran BmK dITAP3 Depresor neurotdxico, anti-hiperalgesia periférica, Guan et al., 20012
anti-nociceptivo.

Bmk AS Antinociceptivo y anti-hiperalgesia periférica. Cheny Ji, 2002

BmK AS1 Antinociceptivo potente. Tanetal., 2001

BmK AGAP Péptido analgésico anti-tumoral Liu et al., 2003

BmK Ang P1 Analgésico Guan et al., 2001b
Secreciones Epibatidina Antinociceptivo via receptor colinérgico Spande et al., 1992
de piel de
ranas Dermorfina Agonista de receptores [ opioides Negri et al., 1992
Veneno w-Agatoxina IVA Antinociceptor de canales calcio del tipo P Roerig y Howse., 1996
de arafias Joro toxina Inhibidor de receptores ho-NMDA Sorkin et al., 2001

Psalmotoxina 1 Bloqueador de canales activados por H+ (ASIC) Escoubas et al., 2000
Veneno de w-Conotoxina Inhibidor selectivo de canales de calcio de tipo N Wang et al., 1998
caracoles MVIIA
marinos w-Conotoxina Inhibidor selectivo de canales de calcio de tipo N Plummer et al., 1989

GVIA
Conantokina G
Conantokina T
Mr 102

Contulakina G

Inhibidor selectivo de N2RB
Inhibidor de NR2A y NR2B
Potente Antinociceptivo

Familia proteinica de neurotensinas

Malmberg et al.,2003
Klein et al., 2001
Mclntosh et al., 2000

Craig et al., 1999




2.4 Analgésicos en venenos de arafas

Los estudios llevados a cabo en el veneno de conos marinos han llevado a varios
grupos cientificos a buscar péptidos analgésicos en otros organismos, tales como
en el veneno de las arafias y en el caso de este trabajo arafas de la familia
Theraphosidae mejor conocidas como tarantulas.

El termino tarantula no siempre es aplicado de la manera correcta y en ocasiones
se utiliza para designar de manera indistinta a otras arafias con vellosidades y
algunas arafias lobo de gran tamafio al sur de Europa (Lycosa sp., Lycosidae). Sin
embargo este término solo denota a las cerca de 860 especies que forman la
familia Theraphosidae, representando estas un pequefio numero del total de
37,972 especies de arafias reconocidas a la fecha (Platnick, 2010). Las tarantulas
se encuentran distribuidas en una gran diversidad de ecosistemas lo cual
correlaciona con la gran diversidad de moléculas en sus venenos. Al igual que
otras arafias estas son depredadoras, las cuales ademas de depender de su
fuerza, deben contar con venenos altamente eficientes que les permiten lidiar con
sus presas entre las cuales se incluyen algunos vertebrados a los cuales
paralizan, lo cual hace de estos venenos fuentes interesantes de moléculas para

el estudio de receptores celulares y canales ibnicos en vertebrados.

Los venenos de tarantula representan pues una gran fuente de nuevos ligandos
para una variedad de receptores, ya que la diversidad de toxinas peptidicas en
estos venenos ha sido vagamente explorada. De las circa de 860 especies de
tarantulas conocidas solo se han hecho estudios con el veneno de 55 de estas

especies (Escoubas y Rash, 2004).

Las primeras investigaciones con el veneno o toxinas de algun animal se llevaron
a cabo como consecuencia de los efectos dafiinos de estos sobre el ser humano
pero teniendo como mira el desarrollo de tratamientos. Estos estudios
demostraron entre otras cosas que las toxinas presentes en dichos venenos tienen

una gran actividad biolégica. Al ser aislados de sus venenos, estas moléculas



pueden revelar mucho acerca de los procesos fisiologicos con los cuales

interfieren.

Los reportes de toxicidad del veneno de tarantula son aislados y en la mayoria de
los casos son hechos anecddticos, si bien existen reportes médicos sobre
mordeduras de terafésidos, la mayoria de ellos se remiten al hecho de que
producen dolor de mediano a severo cerca de la zona de la mordida, escozor,
edemas, eritemas, dolor articular, entre otros (Chan et al., 1975; Schenbacher et
al., 1973). Los unicos casos donde se han presentado problemas mas severos es
en el caso de algunas especies europeas, del subcontinente indio, entre otras,
principalmente especies con costumbres arboricolas, la sintomatologia puede
llegar a ser tan grave como para provocar un arresto cardiaco. En el caso de

Australia se han reportado 7 mordeduras fatales en perros (Isbister et al., 2003).

En estudios de toxicidad en ratones se ha observado que los efectos letales se
observan mejor tras una inoculacién ICV (intracerebroventricular), que utilizando
cualquier otra via de entrada. En una serie de pruebas realizadas con el veneno
de 55 especies de tarantulas distintas se observé que todos los venenos de
especies asiaticas y africanas (a excepcion de una) inducen la muerte en menos
de 20 minutos de un ratén de 20 g con 0.1 puL de veneno crudo via ICV.
Llegandose en algunos casos hasta el extremo de que el ratbn muriese a los
pocos segundos de inyectado el veneno. Los principales géneros con estas
caracteristicas son Helenoscodra, Stromatopelma y Poecilotheria. La accién tan
rapida de algunos de estos venenos nos hace pensar en una posibilidad de
evolucion convergente, debido a la presencia de péptidos con caracteristicas
similares en otros venenos de rapida accibn como el de los conos marinos
(Escoubas y Rash, 2004).

La purificacion de estos venenos de manera eficiente no se logré sino hasta el
advenimiento de técnicas de separacion como el HPLC, espectrometria de masas
y secuenciacion automatizada de Edman. Se han llevado a cabo varios estudios
con el veneno de distintas especies de arafia y hasta el momento se han

encontrado varias moléculas con potencial analgésico (Tabla 2), que son:



La psalmotoxina-1 (PcTx1), la cual es un péptido extraido de la tarantula
sudamericana Psalmopeus cambridgei que tiene un gran potencial analgésico en
contra de dolor termal, mecanico, quimico, inflamatorio y neuropatico en roedores.
Su accion radica en bloquear canales ionicos acido-sensibles 1a (ASICla), este
bloqueo resulta en la activacion de un via enddgena de encefalinas (Mazzuca et
al., 2007).

Pro-TXIl es un péptido bloqueador de 30 aminoacidos, que actia de manera
selectiva en canales activados por sodio Na, 1.7, que es un contribuidor esencial
en la transmision del dolor, este péptido es altamente selectivo por este subtipo de
canales y se encuentra presente en el veneno de la tarantula Thrixopelma

prurirent (Schmalhofer et al., 2008).

Huwentoxina-1 es un bloqueador de canales de calcio del tipo N proveniente del
veneno de la tarantula Ornithoctonus huwena el cual durante sus estudios se
comparo con la Conotoxina- MVIIA y la morfina en ensayos de formalina en ratas

consientes dando muy buenos resultados (Chen et al., 2005).

La Agatoxina IVA es un péptido que actia como bloqueador de canales de calcio
de tipo P y se encontr6 en el veneno de la arafia de embudo americana
Agelenopsis aperta. Se ha observado que la Agatoxina IVA tiene un efecto

sinérgico con la morfina y clonidina (Roerig y Howse, 1996).

El péptido GsMTx4 proviene del veneno de la tarantula Grammostela spatulata
que aunque no se sabe aun cual es su mecanismo de antinocicepcion, parece
aliviar la hiperalgesia mecanica inducida por inflamacién bloqueando canales

mecanosensitivos (Park et al., 2008).

Pha1B es un péptido que se encuentra en el veneno de la araina Phoneutria
nigriventer, el cual tiene un gran potencial analgésico como bloqueador de canales
de calcio pendientes de voltaje (Ca,). Después de varios estudios se ha
encontrado que su accion analgésica esta ligada a la liberacion provocada por

Ca®" del neurotransmisor pro-nociceptivo glutamato de los sinaptosomas de la



médula espinal de la rata, disminuyendo asi su cantidad en el fluido cerebro-

espinal (Souza et al., 2008)

Tabla 2. Comparacion estructural del Prialt o w-conotoxina MVIIA con péptidos con accién
analgésica provenientes del veneno de arafias. Conservacion de la cisteinas (C) presentes en la
secuencia, marcadas con asteriscos. Estas forman entre si los puentes disulfuro del motivo
estructural ICK.

Péptido Secuencia Referencia
Prialt (Ca, Tipo N) -—-CKGK-GAKCSRLMYDCC----TGSCRSGK—--—-—- Cm—mmmmmmm e Wang et al., 1998
HwTx-1 (Ca, Tipo N) --ACKGV-FDACTPGKNECC---PNRVCSDKHK--—-WCKWKL—-—-————=————=—— Chen et al., 2005
GsMTx4 (N/A) -—GCLEF-WWKCNPNDDKCCR--PKLKCSKLFK—-—-LCNFSF-——————————————— Park et al., 2008
w-Aga-IVA (Ca, Tipo P) KKKCIAKDYGRCKWGGTPCCRG-RGCICSIMGT----NCECKPRLIMEGLGLA-~~~~~ Roerig y Howse et al.,
1996
PcTX1 (ASIC1a) -EDCIPK-WKGCVNRHGDCC---EGLECWKRRRS-FEVCVPKTPKT-————-————-—— Mazzuca et al., 2007
Pro TX-Il (Nav 1.7) --YCOKWMWT-CDSER-KCC---EGMVCRL--——-—— WCKKKLW-————=—=—=—=——— Schmalhofer et al.,
2008
Phalp (Cay) --ACIPR-GEICTDDC-ECCGCDNQCYCPPGSSLGIFKCSCAHANKYFCNRKKEKCKKA  Souza et al., 2008

Una caracteristica que comparten todos estos péptidos con la Conotoxina-MVIIA,
analgésico peptidico del veneno de Conus magus, es un motivo estructural
llamado “nudo inhibidor de cisteinas” (ICK), este motivo se encuentra altamente
distribuido en la mayoria de los péptidos que se han caracterizado de venenos de
araflas y conos marinos (Zhu et al., 2003). Estos y otros descubrimientos han
puesto en la mira a varias especies de aracnidos y otros animales ponzofiosos en

la busqueda de analgésicos peptidicos.
2.5 Péptidos con el motivo estructural ICK y DDH

Los péptidos con motivos estructurales ICK (nudo inhibidor de cisteinas) y DDH
(rizo guiado por disulfuros) se encuentran principalmente en el veneno de las
tarantulas, aunque también se encuentran presentes en venenos de algunos otros
aracnidos. Son unos los dos principales motivos estructurales presentes en los
péptidos que conforman el veneno de las tarantulas. Siendo DDH el otro motivo

estructural presente en los péptidos presentes en los venenos de tarantula. De



manera estricta estos péptidos son todos DDH ya que el motivo estructural ICK
parece ser un plegamiento ligeramente modificado proveniente de un motivo
estructural mas simple y antiguo como lo es el DDH. La diferencia entre estos dos
tipos de motivos es que en el motivo DDH solo se forman dos puentes disulfuros
obligatorios, mientras que en los péptidos con motivo estructural ICK, existe un
tercer puente disulfuro obligatorio (Wang et al., 2000; Shu et al., 2001) (Fig. 5). Por
lo tanto se puede decir que todos los péptidos ICK son también péptidos DDH,

pero no todos los péptidos DDH son péptidos ICK.
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Figura 3. Estructura tridimensional de un péptido DDH y péptido ICK. . A. Toxina JzTx IX la
cual es un péptido del tipo ICK (PDB: 2A2V). B. Toxina Bal la cual es un péptido del tipo DDH
(PDB: 2KGH). Representaciones bidimensionales de estructuras ICK (C) y DDH (D). Iméagenes
generadas con PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3, Schrédinger, LLC.).

El motivo estructural DDH se encuentra presente en una amplia variedad de

eucariontes. Lo cual sugiere que este tipo de estructuras basadas en un alto
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namero de puentes disulfuro evoluciond en un ancestro eucarionte tiempo antes
de la divergencia de estos a plantas, animales y hongos (Wang et al., 2000). Entre
sus caracteristicas estructurales principales se encuentra la presencia de una Gly
o Pro presente en el centro del “loop” 3, el cual es seguido por un residuo de
naturaleza hidrofobica lo cual permite la estabilizacion del giro presente en esa

area.

El motivo estructural ICK se encuentra en péptidos con distintas secuencias y
funciones. Se encuentran distribuidos a través de distintos phyla. Estos péptidos
se encuentran de manera preferencial en venenos de conos marinos y de arafas.
La relacion evolutiva que guardan entre asi estos péptidos aun no esta dilucidada.
Los péptidos ICK que se encuentran en animales comparten caracteristicas en
comun como son; 1) Una organizacién conservada del precursor; 2) Sus
precursores se encuentran compuestos de tres segmentos bien definidos que
incluyen a un péptido sefial, un propéptido y el péptido maduro (Fig. 6); 3) Los
genes codificantes contienen dos intrones intercalados entre las regiones de los
tres dominios ya mencionados (Fig. 6); y 4) Un plegamiento tridimensional
conservado. La superposicion de estructuras de estos péptidos in silico muestra

una gran similitud estructural sobre en zonas altamente conservadas del motivo.

Todas estas caracteristicas diferencian los péptidos con motivo ICK provenientes
de animales de aquellos péptidos ICK encontrados en otros phyla e incluso en
virus en donde la organizacion de los genes y un procesamiento distinto del
precursor hacen claro que no todos los péptidos con el motivo ICK pueden tener
un origen comun, por lo cual se sugiere que las estructuras similares encontradas
en péptidos con motivos ICK sea el resultado de una evolucién convergente (Zhu,
2003).

Una vez transcrito un péptido ICK se pliega y adopta una estructura tridimensional
caracteristica que es las que le da su nombre en la cual se puede observar la

formacion de una especie de nudo gracias a los puentes disulfuro que se forman.
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Figura 4. Estructura conservada de genes ICK. Formados por un péptido sefial (morado), un
propéptido (rojo) y una regién que es el péptido maduro (amarillo), se representan por cada uno de
los colores. Los intrones estan representados por triangulos.

2.6 Estudios realizados con los venenos utilizados en el presente trabajo

La cantidad de estudios publicados en relacidén con las tres especies de arafias de
interés para este proyecto es muy baja; por ejemplo, la base de datos del NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) arroja seis resultados de la busqueda utilizando los

nombres de las tres especies, siendo Aphonopelma seemanni la Unica especie
que arroja resultados positivos. Solo dos estudios han tratado acerca de su
veneno, uno de ellos es un analisis prote6mico comparativo del veneno de
Aphonopelma seemanni y otras especies de arafias nativas de Costa Rica
(Herrero y Odell, 1988). Mientras que el segundo estudio lleva a cabo un analisis
de las propiedades mionecroticas del veneno total en ratones (Herrero y Gutiérrez,
1984).

3. Hipotesis

El veneno de tarantulas contiene una gran diversidad de moléculas modificadoras
y bloqueadoras de corrientes idnicas, de las cuales algunas podrian tener

actividad analgésica.
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4. Justificacion

Se ha demostrado que péptidos provenientes del veneno de caracoles marinos,
como el péptido omega-Conotoxina-MVIIA de Conus magus, tienen propiedades
analgésicas (Wang et al., 1998). El péptido MVIIA bajo el nombre comercial de
PRIALT (Ziconotide) y aprobado por la FDA, se usa actualmente para aliviar el
dolor crénico. Este péptido de 25 aminoacidos y 3 puentes disulfuro pertenece a la
familia estructural ICK (inhibitor cysteine knot) a la cual también pertenecen varias
moléculas peptidicas encontradas en los venenos de arafias, por tanto es factible
encontrar péptidos con efecto analgésico en estos venenos. Como apoyo a este
proyecto se cuenta con una coleccion de venenos de arafias procedente del
Aracnario del IBt. La informacion generada en el presente trabajo también
representa un gran avance en el conocimiento que tenemos acerca de estas
arafas y los efectos biologicos que puede producir los distintos componentes

presentes en sus venenos.
5. Objetivos
5.1 Objetivo General:

Determinar si existen fracciones peptidicas provenientes del veneno de arafias
con actividad analgésica mediante su comparacion contra el desempefio de otros

analgésicos de uso nosocomial.
5.2 Objetivos Particulares:
1. Purificacién de las fracciones peptidicas de 3 venenos de arafias:

e Brachypelma verdezy
e Aphonopelma seemanni

e Cyclosternum fasciatum
2. Ensayos bioldgicos con las fracciones obtenidas (“‘Hot-Plate”).

3. Re-purificacion por HPLC de fracciones con actividad analgésica.



4. Ensayos bioldgicos

purificadas.

(“Hot-Plate” y Formalina) de las fracciones re-

5. Llevar a cabo la caracterizacion quimica de los péptidos con accion

analgésica obtenidos.

6. Realizar una caracterizacion por medio de biologia molecular, llevando a

cabo una biblioteca de cDNA, a partir de RNA mensajero de las glandulas

venenosas y obtener asi la secuencia del mensajero correspondiente al

péptido secuenciado.

6. Metodologia

6.1. Estrategia experimental

Una representacion general de los pasos que se siguieron durante la el desarrollo

de este trabajo se muestra en la figura 7. Estos incluyen; A) La extraccion del

veneno, B) La separacion por métodos cromatograficos (HPLC), C) Liofilizacion y

cuantificacion de las fracciones proteicas, D) Los ensayos biologicos (“Hot plate” y

formalina) y E) La caracterizacion de las fracciones obtenidas.

Extraccion de
veneno

Separacion por
métodos
cromatograficos

Liofilizacion y
cuantificacién

Caracterizacion Ensayos biolégicos

quimica y por biol.

(Hot plate y
molecular

Formalina)

Figura 5. Estrategia experimental. Generalizacién de la metodologia experimental en este

proyecto.
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6.2. Material bioldgico.

Las arafias a utilizar en este proyecto pertenecen a tres géneros distintos y son las
siguientes; Aphonopelma seemanni, Brachypelma verdezy y Cyclosternum

fasciatum (Figura 6).

Figura 6. Especies de arafias usadas en el proyecto. Imagenes de individuos de las tres
especies utilizadas en este proyecto. A) Aphonopelma seemanni. B) Brachypelma verdezy. C)
Cyclosternum fasciatum (Imagenes proporcionadas por la M. en C. Herlinda Clement).

Estas tarantulas tienen una distribucion localizada hacia el sur de la Republica
Mexicana, extendiéndose por Centroamérica hasta llegar a Costa Rica, que es de
donde se tienen la mayoria de los primeros reportes de clasificacion taxonémica
(Fig. 7) (Platnick, 2010).

Figura 7. Distribucion de las especies de arafias usadas en el proyecto. Las tres especies se
encuentran ampliamente distribuidas en la zona marcada en color mostaza en la imagen.
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Abarcando territorio desde el centro-sur de la Republica Mexicana, Guatemala, Belice, Honduras,
Nicaragua, El Salvador y Costa Rica (Platnick, 2010).

6.3. Extraccion de veneno.

La figura 8 muestra fotograficamente los pasos seguidos durante la extraccion del
veneno; A) Se adormece a la arafia con CO,. B) Se coloca en una esponja y se
inmoviliza con una tarjeta de cartén sobre la zona anterior del térax y abdomen,
siendo afianzada con ligas para poder inmovilizarla suavemente. C) Una vez
inmovilizada se le coloca una canula de plastico en los colmillos y después se
depositan unas cuantas gotas de una solucion electrolitica en la zona de los
queliceros con el fin de optimizar el estimulo eléctrico durante la ordefia. D)
Posteriormente se estimula eléctricamente la zona de los queliceros para provocar
una contraccion de las glandulas venenosas provocando la liberacion de gotas de
veneno hacia la canula. E) Una vez en la canula, el veneno se succiona utilizando
una micropipeta (0 una pipeta Pasteur) para posteriormente guardarlo en un tubo
eppendorf de 1.5 mL, el cual se conserva a una temperatura de — 20°C.
Posteriormente el veneno es liofilizado y después almacenado nuevamente a —
20°C.

Fig. 8. Extraccion del veneno. A) Sedacion de la tarantula, B) Posicionamiento de la tarantula en
la esponja, C) Inmovilizacion de la arafia, D) Colocacién de la canula, E) Puesta de las gotas de
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solucion electrolitica sobre los queliceros, F) Estimulacion eléctrica y obtencion del veneno en la
canula, G) Recoleccion y conservacion de la muestra (Procedimiento e imagenes proporcionadas
por la M. en C. Herlinda Clement).

6.4. Separacién por métodos cromatograficos

La purificacién de los venenos se realizdé por HPLC fase reversa (rpHPLC) en un
equipo de HPLC (Varian ProStar 325), usando como solvente A, 0.1% TFA (Acido
trifluoroacético) en H,O, y como solvente B, 0.1% TFA en acetonitrilo. Los
péptidos obtenidos se separaron con una columna semipreparativa Cig (25 mm X
10 mm) realizando un gradiente de 0% a 60% de solvente B en un lapso de 60 min
(1%/min) y con un flujo de 2 mL/min. Para cada evento cromatografico se
utilizaron 10 mg (peso seco) de veneno, los cuales fueron solubilizados en 250 pL
H.O con 0.1% TFA y centrifugados para eliminar particulas insolubles, antes de

ser inyectados a la columna de separacion (Corzo et al., 2009).
6.4.1 Repurificacion de péptidos

Las fracciones peptidicas obtenidas del primer paso cromatogréfico y que pasaron
por la prueba de tamizaje, se purificaron en una segunda ocasion por HPLC en
columna analitica Cig de fase reversa (4.6 x 250 mm, Vydac), con gradiente de
solucion B de 10-60% en 50 min con un flujo de 1 mL/min. El solvente A consisti
de 0.1% TFA en H;0, y el solvente B consistiéo de 0.1% TFA en acetonitrilo (Corzo
et al., 2009).

6.4.2 Cuantificaciéon de proteina

La cuantificacion de proteina se llevo a cabo resuspendiendo las muestras secas
obtenidas de cada fraccién de veneno en 200 pL de agua tetradestilada, tomando
de esta muestra 100 pL y midiendo la absorbacia a 280 nm en un
espectrofotometro (Eppendorf, Biophotometer 6131). La concentracion obtenida se
calculé tomando en cuenta que una unidad de absorbancia es igual a 1 mg/mL de

proteina.
6.5. Métodos bioldgicos

6.5.1. “Hot-Plate” método estandar



El ensayo de “Hot-Plate” en este trabajo fue con ratones machos cepa CD1 con un
peso aproximado de 20 gramos. Para llevar a cabo la prueba de “Hot-Plate”,
primero se llevaron a los ratones al area donde realizé la prueba treinta minutos
antes de empezar. De esta manera los ratones se aclimataron al entorno, la hora
de la inyeccidon se mantuvo constante, en un periodo de las 19:00 y 20:00 horas
(Espejo, 1993).

Posteriormente se inyecto el farmaco o fraccion de veneno utilizado en el raton por
via intraperitoneal, dejando pasar un tiempo de 30 6 45 minutos después de la

inyeccion antes de medir su accidén analgésica.

Una vez transcurridos los 30 o 45 minutos, los ratones, individualmente, se
colocaron sobre el aparato llamado “Hot-Plate” (Panlab s.l., LE7406), el cual se
compone de una placa metélica (diametro de 25.4 cm) con una temperatura de
55°C. El ratén se coloca sobre la placa metalica y se mide su tiempo de latencia,
el cual es el tiempo que transcurre hasta observar una respuesta al dolor a partir
de un estimulo térmico, dicha respuesta puede ser la lamida de las extremidades
(anteriores o posteriores) o el salto al estimulo de calor (cualquiera que ocurriese
primero). Cuando un ratébn no generd una respuesta en un lapso mayor a 30
segundos, esto es, no mostré respuesta al dolor, se dié por terminada la prueba y
el tiempo de latencia que se reporté fue de 30 s. Cada ratén se utilizé una sola
ocasion y se realizaron al menos tres pruebas independientes. Posteriormente se
realiz6 un analisis estadistico por medio del analisis de diferencias significativas
(Malmberg, 1999).

6.5.2. Test de Formalina

Esta prueba se usa principalmente en casos de dolor persistente con dafio a
tejido, para lo cual se hace uso de la formalina (en una solucion diluida de
formaldehido), que tras ser inyectada en una de las extremidades traseras del
animal modelo produce un dolor continuo. El dolor provocado por la formalina se
divide en 2 fases temporales, las cuales pueden variar entre los modelos usados

(ratones o ratas) y entre individuos. La fase aguda se presenta en un periodo de 5



a 20 minutos de haber sido inyectada la formalina y la fase cronica en un periodo
de 20 a 40 minutos. En este ensayo la medida de la acciébn de una sustancia
analgésica se basa en las muestras o sefiales de dolor que muestre el individuo
durante estos periodos de tiempo. El andlisis estadistico de los datos obtenidos se
lleva a cabo por medio de diferencias significativas (Abbott et al., 1999). El ensayo
de formalina en este trabajo fue con ratones machos CD1 con un peso
aproximado de 20 gramos. Inicialmente se marcaron los animales en la
extremidad a inyectar (trasera derecha) y se mantuvieron en el contenedor por 30
minutos para que los animales se aclimataran a su entorno. Pasados los 30
minutos las soluciones de analgésicos control 6 péptidos se inyectaron
intraperitonealmente 15 minutos antes de inyectar la formalina en la extremidad
marcada. La solucion de formalina se inyecta de manera subcutdnea en la mitad
de la cara plantar (esto es para poder observar cuando se lame la pata). La
observacion de la primera fase se realiz6 del minuto O al 20 y la observacion de la
segunda fase fue entre los minutos 20 y 40. La respuesta al estimulo son las
veces en que el raton se lame la pata inyectada durante un minuto, cada cinco

minutos hasta el término de la prueba.
6.6. Caracterizacion quimica de fracciones puras

Una vez purificados los péptidos con aparente actividad analgésica se
determinaron sus masas moleculares por medio de un espectrémetro de masas.
Posteriormente se determiné parcialmente la estructura primaria de los péptidos a
partir del N-terminal por medio de la degradacion de Edman (Beckman, LF3000

Protein sequencer).

Una vez conocida la secuencia parcial de aminoacidos de algun péptido se busco
la secuencia mas probable de su gen en una biblioteca de cDNA, la cual fue
previamente obtenida de RNA mensajeros presentes en las glandulas venenosas

de las arafias bajo estudio en este proyecto.



6.7. Construccion de bibliotecas de cDNA

Se llevo a cabo la construccion de bibliotecas de cDNA a partir de glandulas de
veneno de individuos de las tres especies. Se tom6 como base el protocolo
“Creator smart cDNA library construction kit user manual” (Clontech Laboratories
Inc., 2009).

Para llevar a cabo el proceso primero se realizé una extraccion de RNA
procedente de las glandulas por medio de un kit de extracciéon de RNA. Con el
RNA extraido se sintetizo la primera cadena de cDNA con el uso de una retro
transcriptasa (Anexo 7.1). Teniendo el templado de cDNA se procedid a la
amplificacion del cDNA por medio de LD PCR (Reaccién en cadena de polimerasa
de larga distancia), tras la cual se observo la integridad y tamafio del material
genético obtenido por medio de gel de agarosa 1% (Anexo 7.2). El material
genético se purific6 por medio de una columna de afinidad para separar los

fragmentos de cDNA del resto de la muestra (Anexo 7.3).

El material obtenido se digirié6 con la enzima Sfil (Anexo 7.4), posteriormente, los
fragmentos fueron purificados por medio de una columna de exclusion molecular
(Anexo 7.5) y se ligaron con el vector pDNR-Lib (Anexo 7.6). Tras la ligacion con
el vector se transformaron por medio de electroporacion en células de E. coli de
las cepas DH5a y XL1-Blue (Anexo 7.7). Las células transformadas se cultivaron
en placas con medio LB (Luria-broth) con ampicilina a diferentes diluciones. A
partir del namero de colonias obtenidas se determin6é la eficiencia de las
bibliotecas. Una vez hechas las cuantificaciones se seleccionaron colonias al azar,
con las cuales se realizaron reacciones de PCR de colonia para observar el
tamafio del fragmento presente en dicho plasmido (Anexo 7.8). Las colonias
seleccionadas se crecieron individualmente para extraer plasmido y mandar a la

unidad de secuenciacion (Anexo 7.8).



6.8. Obtencion de secuencias por medio de RACE-PCR.

El procedimiento de Race-PCR inicia con una retrotranscripcion del material
genético de la arafa utilizando un oligonucle6tido adaptador (los oligonucleétidos
fueron disefiados a partir de la secuenciacion parcial del N-terminal por Edman), el
cual permite enriquecer las fracciones con el material genético deseado.
Posteriormente se usaron dos reacciones de PCR con oligonucledtidos
adaptadores y oligonucleétidos dirigidos a la secuencia blanco, lo cual permite un
enriquecimiento del material genético deseado. Una vez terminadas estas
reacciones se realiz6 un gel de agarosa 1% para observar el material genético y
separar y purificar el material deseado, el cual posteriormente fue ligado en el
vector TOPO 2.1 para su posterior secuenciacion (Los detalles del procedimiento

se encuentran en el Anexo 7).
6.9. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos en la prueba de “Hot Plate” y
formalina se llevo a cabo utilizando el programa GraphPad Prism 4. Los resultados
se expresan con promedios y errores estandar. Los datos se analizaron
estadisticamente usando un andlisis de varianza (ANOVA) seguido de una prueba
de comparacion multiple de Tukey, asi como pruebas de “t” individuales para
determinar si alguno de los grupos (n=3) fue significativamente distinto de aquellos

correspondientes a los controles (p<0.05).
7. Resultados
7.1 Cromatografia semipreparativa de los venenos en estudio.

Las separaciones cromatograficas de los venenos de A. seemanni (Anexo 1,
figuras Ay B), B. verdezy (Anexo 1, figuras C y D) y C. fasciatum (Anexo 1, figuras
E y F) generaron 22, 30 y 18 fracciones, respectivamente, que posteriormente se
secaron en un concentrador al vacio (Savant SpeedVac SVC 200H). Las

fracciones se resuspendieron en volumenes acuosos conocidos y fueron



cuantificadas espectrofotométricamente para poder llevar a cabo los ensayos

biolégicos.

Las fracciones de los tres venenos utilizados en este proyecto una vez purificados
por HPLC se utilizaron para realizarse el ensayo de “Hot Plate” y seleccionar

aguellas fracciones con actividad analgésica.

7.2 Pruebas de “Hot-Plate”

A continuacién se presentan los resultados del tamizaje, obtenidos en la pruebas
de “Hot-Plate” con cada uno de los tres venenos. Cabe mencionar que la
concentracion utilizada durante estas pruebas con las fracciones obtenidas, no fue
eguimolar, sino que se llevé a cabo una normalizacion con base en la cantidad de
proteina total, que en este caso fue de 30 miligramos por cada veneno. Cada
fraccion fue diluida a 200 pL, y entonces 20 uL de este volumen fue utilizado para
cada una de las pruebas biolégicas por “Hot-Plate”. La cantidad restante fue
almacenada para posteriormente, si, de estas resultaba una fraccién con actividad
analgésica, repurificarla y confirmar la accién analgésica de las subfracciones
puras. También parte del material almacenado sirvi6 para, determinar sus
propiedades quimicas como masa molecular y secuencia primaria. La
concentracion de proteina tanto de las fracciones como de los péptidos puros fue
calculada en base a su absorbancia a 280 nm como ya fue anteriormente

mencionado.

Los resultados con cada una de las fracciones de los venenos analizados
muestran el calculo de la cantidad total inoculada en cada caso (ver Tablas 3, 4y
5). Las fracciones analgésicas fueron seleccionadas en base a sus tiempos de
latencia, se seleccionaron aquellas que tuvieron ambos tiempos de latencia

significativos (p<0.05), a los 30 y 45 minutos con respecto a su control negativo.



7.2.1 Pruebas con el veneno de Aphonopelma seemanni

Para la prueba de “Hot-Plate” se analizaron las 22 fracciones obtenidas por
cromatografia, de las cuales se observé que la fraccion numero 48.5 (Tabla 3)
tuvo los mejores tiempos de latencia al compararlos con los tiempos de latencia
obtenidos con los analgésicos control y con PBS (Figura 9).

Tabla 3. Dosis y efecto analgésico de fracciones proteicas del veneno de Aphonopelma

seemanni inyectadas a ratones. Los ratones tuvieron un peso promedio de 20 gramos. Se
inyectaron tres (n=3) ratones CD1 machos y se observé su efecto a los 30 y 45 minutos.

Fraccion Efecto analgésico aparente Efecto analgésico
Dosis Fraccion Dosis aparente
(ue/g) 30 Minutos 45 Minutos (ne/g) 30 Minutos 45 Minutos
11 0.5 No No 42 0.3 No No
14 0.3 No No 44A 1.4 No No
19 9.1 No No 44B 10.1 No No
23 1.8 No No 47 4.7 No No
24 1.4 No No 48.5 3.4 Si Si
28 13.2 No No 51 5.2 No No
30 0.8 No No 52 0.4 No No
31 1.0 No No 54 6.6 No No
32 11 No No 57 0.5 No No
33 0.8 No No 60 0.1 No No
41 0.2 No No 62 0.15 No No
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Figura 9. Tiempos de latencia en la prueba de Hot-plate con las fracciones del veneno de
Aphonopelma seemanni. Resultados obtenidos en la prueba de Hot-plate (n=3), llevando a cabo
cada experimento de manera independiente con ratones machos de la cepa CD1, los resultados
son expresados en un tiempo de latencia (s) con su respectivo error estandar, para cada una de
las fracciones purificadas a partir del veneno de A. seemanni. Los rectangulos indican el tiempo de
latencia del control negativo, con una confidencia del 95%. Las estrellas indican un diferencia
significativa entre el control negativo y el dato de la muestra utilizada. Dichos datos fueron
obtenidos por medio de una prueba de ANOVA, seguida de un analisis comparativo de Tukey y un
analisis individual utilizando pruebas de t de student. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo
con el programa GraphPad Prism 4. Las concentraciones de los controles positivos son:
acetaminofén (500 pg/g), lidocaina (30 pg/g) y nalbufina (300 ug/g).

7.2.2 Pruebas con el veneno de Brachypelma verdezy

Para el caso del veneno de la tarantula Brachypelma verdezy se analizaron las 30
fracciones purificadas por medio de HPLC de fase reversa, de las cuales se
encontraron tres fracciones con una posible actividad analgésica siguiendo el
criterio antes mencionado. Las fracciones corresponden a los tiempos de retencion
de 47, 48.5 y 55 minutos (Tabla 4). Los tiempos de latencia de estos péptidos se
muestran en la figura 10 donde se comparan a todas las fracciones que pasaron

por esta etapa de tamizaje y a los controles tanto positivos como negativos. Cabe
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mencionar que la fraccion 47 mostro una actividad toxica y letal. Todos los ratones
inyectados con la fraccibn completa (4 ratones) perecieron en un lapso de una
hora después de la inyeccion, estas muertes parecen ser causadas por una
deficiencia respiratoria.

Tabla 4. Dosis y efecto analgésico de fracciones proteicas del veneno de Brachypelma

verdezy inyectadas a ratones. Los ratones tuvieron un peso promedio de 20 gramos. Se
inyectaron tres (n=3) ratones CD1 machos y se observé su efecto a los 30 y 45 minutos.

Efecto analgésico Efecto analgésico
Fraccion Dosis aparente Fraccion Dosis aparente
(pe/g) 30 Minutos 45 Minutos (ne/s) 30 Minutos 45 Minutos

7.5 0.02 No No 42.8 1.1 No No
11 3.6 No No 43 1.25 No No
13 0.1 No No 46 15 No No
13.5 2.6 No No 47 7.4 Si Si
16 6.4 No No 48.5 6.2 Si Si
18 214 No No 50 0.2 No No
23 14 No No 51 0.3 No Si
26 0.02 No No 52 0.1 No No
27 16.5 No No 53 0.4 No Si
32 0.6 No No 55 0.3 Si No
33 1.8 No No 55.5 0.5 No No
35 0.05 No No 57 0.4 No No
37 0.2 No No 61 0.1 No No
41 0.1 No No 62 0.1 No No
42 1.3 No No 65 0.2 No Si
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Figura 10. Tiempos de latencia en la prueba de Hot-plate con las fracciones del veneno de
Brachypelma verdezy. Resultados obtenidos en la prueba de Hot-plate (n=3), llevando a cabo
cada experimento de manera independiente con ratones machos de la cepa CD1, los resultados
son expresados en un tiempo de latencia (s) con su respectivo error estandar, para cada una de
las fracciones purificadas a partir del veneno de B. verdezy. Los rectangulos indican el tiempo de
latencia del control negativo, con una confidencia del 95%. Las estrellas indican un diferencia
significativa entre el control negativo y el dato de la muestra utilizada. Dichos datos fueron
obtenidos por medio de una prueba de ANOVA, seguida de un andlisis comparativo de Tukey y un
andlisis individual utilizando pruebas de t de student. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo
con el programa GraphPad Prism 4. Las concentraciones de los controles positivos son:
acetaminofén (500 pg/g), lidocaina (30 ug/g) y nalbufina (30 pg/g).

7.2.3 Pruebas con el veneno de Cyclosternum fasciatum

Por ultimo se utilizo el veneno de la tarantula Cyclosternum fasciatum, de la cual
se analizaron las 18 fracciones purificadas por medio de HPLC fase reversa y se
procedio de la misma manera que ocurrié con los venenos anteriores (Tabla 5).
Con respecto a este veneno, se puede observar en el anexo 1 correspondiente a
la separacién cromatogréafica que la cantidad de fracciones presentes en el veneno

de C. fasciatum, es menor que en los otros venenos y la mayoria se encuentran
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acumulados en una zona de tiempo que comprende entre los 40 y 55 minutos de
tiempo de retencién.
Tabla 5. Dosis y efecto analgésico de fracciones proteicas del veneno de Cyclosternum

fasciatum inyectadas a ratones. Los ratones tuvieron un peso promedio de 20 gramos. Se
inyectaron tres (n=3) ratones CD1 machos y se observo su efecto a los 30 y 45 minutos.

Efecto analgésico Efecto analgésico
Fraccion Dosis aparente Fraccion Dosis aparente
(ug/g) 30 Minutos 45 Minutos (ug/e) 30 Minutos 45 Minutos
12 0.9 No No 49 1.1 No No
20 0.2 No No 49.5 5.2 No No
24 0.7 No Si 50 1.0 No No
29 0.75 No No 51 3.5 No No
31 0.1 No No 51.7 53 No No
41 0.1 No No 53 0.1 No No
44 0.2 No No 54 2.2 Si Si
46 1.8 No No 56 1.3 No No
48 0.2 No No 65 1.0 No No

Como puede observarse en latabla 5y en la figura 11, la fraccion que se encontro
con una posible actividad analgésica fue la correspondiente al tiempo de retencién

de 54 minutos.
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Figura 11. Tiempos de latencia en la prueba de Hot-plate con las fracciones del veneno de
Cyclosternum fasciatum. Resultados obtenidos en la prueba de Hot-plate (n=3), llevando a cabo
cada experimento de manera independiente con ratones machos de la cepa CD1, los resultados
son expresados en un tiempo de latencia (s) con su respectivo error estandar, para cada una de
las fracciones purificadas a partir del veneno de C. fasciatum. Los rectangulos indican el tiempo de
latencia del control negativo, con una confidencia del 95%. Las estrellas indican una diferencia
significativa entre el control negativo y el dato de la muestra utilizada, siendo de color azul la que
denota una diferencia en la prueba a los 30 minutos y roja para los 45 minutos. Dichos datos
fueron obtenidos por medio de una prueba de ANOVA, seguida de un andlisis comparativo de
Tukey y un analisis individual utilizando pruebas de t student. Las concentraciones de los controles
positivos son: acetaminofén (500 pg/g), lidocaina (30 pg/g) y nalbufina (30 pg/g).

7.2.4 Repurificacion de fracciones peptidicas.

Se repurificaron cuatro fracciones peptidicas con resultados estadisticamente
significativos en el ensayo del “Hot-plate”, correspondientes a los tiempos de
retencién 48.5 minutos del veneno de Aphonopelma seemanni y a los 47, 485y
55.5 del veneno de Brachypelma verdezy. La nhomenclatura que asignamos a cada
una de ellas fue de dos letras iniciales (ej. “Bv” de Brachypelma verdezy) de la
especie seguidos de la letras “Tx”, para denotar el hecho de que se trata de
aparentes toxinas. Por lo que las fracciones puras obtenidas a partir de esta

repurificacion fueron nombradas de la siguiente manera en las siguientes pruebas:
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AsTx48, BvTx47, BvTx48 y BvTx55, como se pude notar fueron eliminados los
numeros decimales que correspondian a su tiempo de retencion inicial para
facilitar su escritura. Las fracciones correspondientes a los tiempos de retencion
48.5 minutos del veneno de Aphonopelma seemanni y a los 48.5 y 55.5 minutos
del veneno de Brachypelma verdezy (AsTx48, BvTx48 y BvTx55) rindieron una
subfraccion mayoritaria (ver Anexo 3) por lo cual se consider6 esta como la
responsable de los efectos analgésicos observados. La fracciébn con tiempo de
retencion de 47 minutos del veneno de Brachypelma verdezy (BvTx47) rindié
varias subfracciones pero se consider6 también la subfraccion mayoritaria como la
responsable del efecto analgésico. La fraccion correspondiente al tiempo de
retencion de 54 minutos del veneno de Cyclosternum fasciatum (cuyo péptido
repurificado seira nombrado CfTx54) rindi6 muy poco material, por lo cual no fue

considerada para los siguientes ensayos.
7.2.5 Prueba de “Hot-plate” con péptidos puros

El ensayo de “Hot-plate” con péptidos puros confirmd las observaciones de las
fracciones con actividad analgésica aparente del primer tamizaje. En estos
resultados se observa un menor error estandar que aquellos obtenidos en las
fracciones completas, lo cual indica que la presencia de otros residuos peptidicos
en las fracciones completas pueden afectar el desempefio individual de cada uno
de ellos, o bien tener un efecto sinérgico. Por ejemplo, la fraccion completa de
BvTx47 fue letal a los ratones bajo ensayo, sin embargo la subfraccién mayoritaria
después de la repurificacién no tuvo ese efecto letal, pero si un efecto analgésico.
Una de las preguntas a resolver posteriormente es dar a conocer la mezcla, de
cuales subfracciones de la fraccion completa de BvTx47, que ejerce un efecto letal

a los animales modelo.
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Figura 12. Tiempos de latencia en la prueba de “Hot-plate” con las fracciones repurificadas
del veneno de las tres especies de arafias. Resultados obtenidos en la prueba de “Hot-plate”
(n=3), llevando a cabo cada experimento de manera independiente con ratones machos de la cepa
CD1, los resultados son expresados en un tiempo de latencia (s) con su respectivo error estandar,
para cada una de las fracciones que pasaron el primer tamizaje y las fracciones puras se
encuentran representadas con un asterisco después del nombre de la fracciébn (n=3). Las
fracciones provenientes de la primerea purificacion, fueron acotadas con las letras Fr, seguidas del
las letras iniciales de la especie.

7.3 Ensayo con formalina

De los cinco péptidos seleccionados en la prueba de tamizaje por medio de el
ensayo de “Hot Plate”, solamente se probaron dos de ellos en el ensayo de
formalina debido a la escasez de la fuente de los péptidos. En este ensayo se
utilizaron péptidos puros, salvo por la fraccion BvTx51 la cual se utilizé para
observar el efecto de una fraccidon peptidica sin actividad significativa durante el
tamizaje con “Hot plate”. Ademas de que se probaron otros tres ratones (n=3 para
cada uno de estos casos) con una concentracion igual que la utilizada durante los

ensayos de “Hot Plate” para observar si existia algun cambio en su efecto

bioldgico.
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Figura 13. Segundos de lamida presentados en la prueba de formalina. Resultados obtenidos
en la prueba de formalina (n=3), llevando a cabo cada experimento de manera independiente con
ratones machos de la cepa CD1, los resultados son expresados en segundos de lamida con su
respectivo error estandar, para los péptidos repurificados BvTx47 y BvTx55, asi como la fraccion
completa BvTx51. Las estrellas indican una diferencia significativa entre el control negativo y el
dato de la muestra utilizada, siendo de color azul la que denota una diferencia durante la fase de
dolor agudo y roja para la fase de dolor crénico. Dichos datos fueron obtenidos por medio de una
prueba de ANOVA, seguida de un analisis comparativo de Tukey (Los andlisis estadisticos se
llevaron a cabo con el programa GraphPad Prism 4). El efecto analgésico del péptido BvTx47 en
las dos fases del ensayo de formalina fue significativo (p<0.05) de modo similar al que los
analgésicos Lidocaina y Keterolaco lo fueron con respecto al control de solucion salina (PBS). El
péptido BvTx55 fue analgésico solamente en la fase 1 relacionada al dolor agudo. Por otro lado, la
fraccion BvTx51 que no mostrdé analgesia en la prueba de Hot Plate, y que en este ensayo fue
utilizado como control negativo, no mostré efectos significativos (p>0.05) en esta prueba.

7.4 Caracterizacién quimica

Por medio de degradacién de Edman se determiné la secuencia parcial amino
terminal de cuatro de los cinco péptidos repurificados con actividad analgésica
(Tabla 6).
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Tabla 6. Secuencias amino terminal de péptidos con actividad analgésica. Secuencias
obtenidas por medio de la degradacion de Edman. La secuencia de BvTx47 fue completada
posteriormente por medio de RACE-PCR.

Masa
Péptido Secuencia amino terminal molecular
experimental

(Da)
AsTx48 CLGENVPCDKDRPNC... 4,844.7
BvTx47 TIFECVFSCDIKKEGKPCKPKGEK... 4,560.2
BvTx48 VLEGNVXXNNE... 3,722.0
BvTx55 ACSKQVGEKCKCKRNCECCGPVNVCG... 7,497.8
CfTx54 ND ND

X representa aminoacidos no identificados. ND-no determinado

La tabla 6 también muestra los pesos moleculares experimentales obtenidos por

medio de espectrometria de masas (Anexo 2). Con los datos recabados de la

secuencia parcial de cuatro de los péptidos encontrados se llevé a cabo una

busqueda de identidad por medio de los programas Blastp y Blastn en la base de

datos depositada en el NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Estos resultados se

pueden observar en las tablas 7, 8 y 9. No se observaron resultados satisfactorios

con la secuencia de BvTx48.

Tabla 7. Comparacion de la secuencia de AsTx48 con otros péptidos. Secuencias que
comparten una mayor identidad con AsTx48 y las actividades bioldgicas observadas de cada
péptido. Estas fueron determinadas con la ayuda del programa Blast.

Péptido Secuencia Actividad Organismo  Referencia
AsTx48 CLGENVPCDK DRPNC ND A.seemanni  Este Trabajo
Inhibidor canal  Aphonopelma. Nason et al.,
Asp3a CLGENVPCDK DRPNCCSKYE CLEPTGYGRC de calci 1994
YASYYSYKKK TL € caicio Sp-
Corzo et al.,
IFECVFSCDI EKEGKPCKPK GEKKCSGGWK o 2008
Bsl CKIKLCLKI ND B. smithi

ND-no determinado


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Tabla 8. Comparacién de la secuencia de BvTx47 con otros péptidos. Secuencias que
comparten una mayor identidad con BvTx47 y las actividades bioldgicas observadas de cada
péptido. Estas fueron determinadas con la ayuda del programa Blast.

Péptido Secuencia Actividad Organismo Referencia
BvTx47 TIFECVFSCDIKKEGKPCKPKGEK ND B. verdezy Este Trabajo
Bal IFECVFSCDIKKEGKPCKPKGEKKCTGGWRCKIKLCLKI Insecticida B. albiceps Corzo et al.,
2008
Bsla IFECVFSCDIEKEGKPCKPKGEKKCSGGWKCKIKLCLKI ND B. smithi Kaiser et al.,
1994
E. Savel-
Aspla IFECVFSCDIEKEGKPCKPKGEKKCTGGWKCKTKL.CLKI Insecticida  californicum Niemann,
1989
Toxin like Dllego-
LFEC LFECVISCDIEKEGKPCKPKGEKECKPKGGWKCKFNFCLKV ND C. crawshayi ~ Garciaetal,
2010
Sequence Canalesde Aphonopelma Nasonetal.,
8 LFECVLSCDIKKNGKPCKPKGEKKCSGGWRCKINFCLKV calcio sp. 1994
Sequence Canalesde Aphonopelma Nasonetal.,
3 LFECALSCDIKKNGKPCKPKGEKKCSGGWRCKINFCLKI calcio sp. 1994

ND-no determinado

Tabla 9. Comparacion de la secuencia de BvTx55 con otros péptidos. Secuencias que
comparten una mayor identidad con BvTx55 y las actividades biol6gicas observadas de cada
péptido. Estas fueron determinadas con la ayuda del programa Blast.

Péptido Secuencia Actividad  Organismo Referencia
BvTx55 ACSKQVGEKCKCKRNCECCGPVNVCG ND B. verdezy Este Trabajo
. ACSKQLGEKCKCNKQCCGATVVCGT IWVGGKEVNKCMSKT - . Satake et
Magi-16 SNNWFLNKLGEGMNAVANAFSISCN Insecticida M. gigas
al., 2004
M Diego-
Toxin like ACSKQIGEKCEHDCQOCCGATVVCGTIYVGGNAVEQCMSKT Garcia et
ACSKQ SNNAVLNTMGHGMNAVQNAFTSVMCWG ND C. crawshayi
al., 2010
HW18g¢16s ACSKQIGDRCKSNCDCCGTTVTCGTIYVGGKEVNQCMDKS Jiane et al.
toxin Iigke SDNAVLNGIGKGWNEVKNSFSFCV ND 0. huwena ZOOS ’
HNTX XVIII.2 MKLSIIIIVT SLVIAVVAFP SKDSKAIEND Tangetal,
precursor KTEQRMEIVV QETARACSKQ IGDKCKRNCE ND 0. hainana 2010

ND-no determinado
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7.5 Construccién de librerias de cDNA y Resolucion de estructura primaria
por medio de RACE-PCR

Se llevd a cabo un banco de cDNA de las glandulas de veneno de cada especie,
de las cuales la eficiencias para A. seemanni, B. verdezy y C. fasciatum fué de
1.3 x 10° , 9 x 10° y 1.1 x 10° unidades de colonias formadas por 100 ng de
plasmido, respectivamente. Estos bancos de cDNA fueron construidos con la
finalidad de obtener los RNA mensajeros completos de los péptidos con actividad
analgésica, y de esta manera encontrar la secuencia primaria completa de dichos
péptidos. Se disefaron oligonucledtidos para las secuencias N-terminal de los
péptidos AsTx48, BvTx47, BvTx48 y BvTx55 en base al codigo de codones para

aminoacidos mas utilizados por especies de la familia Theraphosidae.

Los oligonucledtidos disefiados para extraer los transcritos correspondientes a los
péptidos analgésicos solo fueron eficaces para el transcrito que codifica a la
BvTx47 del banco de cDNA de B. verdezy, ya que se obtuvo un fragmento de
cDNA correspondiente a la secuencia de los aminoacidos restantes (Tabla 11). El
peso molecular tedrico de la secuencia primaria de BvTx47 corresponde al peso
molecular experimental previamente obtenido. La Unica diferencia con el péptido
Bal es en dos residuos, una treonina es el primer aminoacido del N-terminal de
BvTx47 y una metionina precede a la ultima cisteina, en lugar de una leucina
como en Bal (ver Tabla 8y 11).

Tabla 10. Oligonucleétidos utilizados para obtener transcritos de los péptidos analgésicos.

Estos oligonucleotidos se disefiaron para la busqueda de la secuencia completas de los péptidos
seleccionados.

Péptido Secuencia de oligonucleétidos (5’ a 3’)
AsTx48 GGA GAA AAC GTC CCATGY GAC
G E N V P C D
BvTx47 ATT CTC GAATGT GTTTTCTCATG
| L E C V F S
BvTx48 GTT CTG GAA GGA AAC GTT
V. L E G N V
BvTx55 GCT TGY TCC AAR CAR GTN GGA GAA AAR TG

A C S K Q VvV G E K




Tabla 11. Secuencia completa del péptido BvTx47 y su identidad con el péptido Bal.

Péptido Secuencia Actividad ~ Peso Molecular  Referencia
(Da)

BvTx47 TIFECVFSCDIKKEGKPCKPKGEKKCTGGWRCKIKMCLKT ND 4,560.2 Este Trabajo

Bal IFECVFSCDIKKEGKPCKPKGEKKCTGGWRCKIKLCLKI Insecticida 4,548.2 Cor;c(;)gé al.,

Con respecto a los oligonucleétidos disefiados para extraer los transcritos de

AsTx48, BvTx48 y BvTx55 hasta ahora no se han tenido resultados satisfactorios.

7.7 Estructura tridimensional propuesta en base a alta identidad con otros

péptidos.

BvTx47 es similar a otros péptidos con una estructura tridimensional determinada,
tal como en el caso de Bal (Corzo et al., 2008) con la cual se tienen un 95% de
identidad. Bal sirvi6 como base para generar distintos modelos tridimensionales
del péptido BvTx47. Usando los servidores EsyPred (Lambert et al., 2002) y
Yasara (Krieger et al., 2009) se crearon dos estructuras tridimensionales las
cuales son Unicamente predicciones de como podria ser la estructura
tridimensional de BvTx47, el cual denota una muy alta similitud estructural con el

modelo de Bal utilizado como base.



Balb (PDB 2KGH)
BvTx47

Figura 14. Modelos tridimensionales de BvTx47. La figura en color verde fue generada usando
el software EsyPred y la figura en color azul es el modelo tridimensional del péptido insecticida Bal
depositado en el PDB con el numero de acceso 2KGH. Mientras que los residuos resaltados en
rojo denotan tanto la adicién asi como las mutaciones presentes en BvTx47 con respecto a Bal.

7.8 Actividad insecticida de BvTx47

Debido a la similitud que comparte la toxina BvTx47 con la toxina Bal, se llevo a
cabo un ensayo cualitativo para observar si BvTx47 también tiene una actividad

insecticida en grillos (Acheta domesticus).

Tabla 12. Actividad insecticida de BvTx47. Dosis, concentraciones y efectos de dos péptidos
similares en grillos.La actividad insecticida fue comprobada mediante la inyeccion de 20.6 ug de
péptido BvTx47 por cada gramo de grillos. Esta concentracion es equivalente a la concentracion
necesaria para matar el mismo tipo de insecto por parte de neurotoxinas insecticidas de arafia y
alacran.

A280 Conc. Final Vol. Peso grillo Dosis Efecto
Muestra (ug/uL) inyectado (@) (ug/g de biolégico
(uL) grillo)
Control (PBS) 0.0 0.0 10 0.044 0.0 No
BvTx47 0.069 0.07 10 0.029 20.6 Si*
Bal 0.690 0.7 3 0.17 12.1 Si**

Nota: * = Muerte instantanea. ** = Pardlisis a los 3 minutos y muerte tras 10 minutos.
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8. Discusion.
8.1 Cromatografias.

Durante la cromatografia semipreparativa se obtuvieron una gran variedad de
fracciones, tanto de poliaminas como de proteinas, esto encaja bien con las
descripciones de otros trabajos acerca del contenido promedio de estos
componentes en el veneno de arafia (Escoubas y Rash, 2004); por ejemplo,
nuestros datos indicaron de 50 a 80 péptidos por veneno. Varias fracciones
estaban compuestas por mas de un péptido (3 y 4 péptidos por fraccion) en su
mayoria lo cual nos arroja un namero similar al esperado en el veneno de este tipo

de aracnidos (Tang et al., 2010).
8.2 Ensayos biologicos.

Tras llevar a cabo el tamizaje de las fracciones obtenidas en base al ensayo del
“‘Hot plate” en cada uno de los venenos, se seleccionaron estadisticamente
aguellas fracciones con una mayor actividad analgésica aparente, a los 30 y 45
minutos de inyectadas. Este primer tamizaje no arrojo resultados absolutos, ya
que pudieron existir algunas fracciones con propiedades analgésicas las cuales no
pudieron identificarse por medio del ensayo de “Hot Plate” debido a que tal vez
actian sobre otro tipo de nociceptores cuya actividad no pueda ser observada de
por este ensayo. Asi mismo, debido a las concentraciones normalizadas en base
al veneno, algunas de ellas tal vez no se encontraron en cantidades suficientes
para ejercer su efecto analgésico. Asi que bajo las condiciones de tamizaje
utilizadas dichas fracciones seleccionadas (AsTx48, BvTx47, BvTx48, BvTx55 y
CfTx54) son las que representaron un mejor prospecto para un analisis posterior y

mas detallado.

Tras obtener los péptidos con actividad analgésica en la prueba de tamizaje, se
procedi6 a llevar a cabo un repurificacion de las fracciones para probar su
actividad biolégica en su estado puro. En el caso de las fracciones AsTx48,
BvTx48 y BvTx55 solo se obtuvo una subfraccion mayoritaria (Anexo 3). Mientras

que en el caso de BvTx47 se obtuvieron mas subfracciones, asi como poliaminas,



de las subfracciones se eligio a la numero 6, la cual representa el 11.9% del total

de la fraccion (Anexo 3).

En los resultados de las pruebas de tamizaje se observaron errores estandar muy
altos, estas altas variaciones de la media son consecuencia de varios factores
biologicos, de los cuales se tratdé de minimizar el genotipo del individuo (se
utilizaron la cepa de ratones CD1) y el sexo (ratones machos) (Fillingim y Gear,
2004). Sin embargo el umbral al dolor propio del individuo (Fillingim y Gear, 2004)
y el que se trate de una prueba que es per se susceptible a una alta variabilidad
provoca altas desviaciones de la media (Souza et al., 2008; Chen et al., 2005).
Errores estandar altos también se han observado en ensayos por via intratecal,
usando péptidos analgésicos de accion comprobada como en el caso del Prialt o
conotoxina MVIIA (Wang et al., 1999; Chen et al., 2005).

Las variaciones en nuestros primeros ensayos también se pudieron deber a que
las fracciones probadas contienen mas de una molécula, lo cual puede observarse
en el caso de la fraccion BvTx47, que al ser probada como una fraccidbn completa
es letal para los ratones, mientras que la subfraccion mayoritaria obtenida tras la
repurificacién de la fraccibn completa (que fue la utilizada para el resto de los
ensayos como péptido puro) tiene un efecto analgésico. Este tipo de variaciones
se hacen evidentes en los resultados mostrados en la figura 12 donde se lleva a
cabo una comparativa que incluye a los péptidos repurificados de las fracciones
analgésicas, BvTx47 a una concentracion de 0.7 pg/g tiene un efecto analgésico.
En dicha figura se puede observar como el error estadistico en los tiempos de
latencia se reduce a consecuencia de una mayor pureza de las muestras
utilizadas. Cabe mencionar que tras finalizar las pruebas de tamizaje por medio
del ensayo de “Hot plate” se eligieron estadisticamente cinco fracciones distintas

con un posible efecto analgésico.

Con respecto a la concentracion de péptido necesario para inducir un efecto
analgésico en los animales, nuestros Unicos puntos de referencia y comparacion
fueron los analgésicos utilizados como control positivo y los datos en la literatura

de ensayos de analgésicos peptidicos como el Prialt en la prueba de “Hot plate”



(Tabla 11). Por ejemplo, la concentracion del péptido Prialt que ejerce un efecto
analgésico via intratecal en raton es de 0.03 pg/h (Wang et al., 1999). También se
tom6 como referencia los estudios con diferentes extractos y compuestos donde
se manejan condiciones similares a las que se han manejado en esta
investigacion (Malairajan et al., 2006; Oyemitan et al., 2008; Spessoto et al., 2003;
Tanko et al., 2008). En base a esos datos y a la concentracion obtenida de cada
fraccion tras purificar 30 mg totales de veneno de cada especie se decidid
primeramente inyectar el 10% de la cantidad total de cada fraccion y observar si
existia un efecto biologico de las fracciones administradas por una via
intraperitoneal. Los resultados fueron alentadores, ya que se han realizado otros
estudios como en el caso de la Psalmotoxina-1 con la cual no se obtiene ningun
efecto analgésico al llevar a cabo una inoculacién intraperitoneal (Mazzuca et al.,
2007). Mientras que para observar un efecto de GsMTx4 se requiri6 una
inoculacion intraperitoneal a concentracion de 270 pg/kg de rata (Park et al.,
2008). En el estudio con Psalmotoxina-1 también se lleva a cabo la prueba de
“Hot plate”, solo que en este caso las inoculaciones fueron por via intratecal e
intracerebro-ventricular administrandose 0.01 nmol/ratdn (Mazzuca et al., 2007).
Ademas manejaron ratones knock-out, lo que implica que la poblacion utilizada
tiene muy poca variabilidad genética, lo cual aunado al tipo de inoculaciones
realizadas, estas permiten observar un efecto biolégico con una menor cantidad
de muestra y también una menor variabilidad de datos, debido a las condiciones
utilizadas (Mazzuca et al., 2007). Dichas condiciones son similares en varios de
los estudios realizados con péptidos analgésicos (Chen et al., 2005; Park et al.,
2008; Souza et al., 2008), estos no se utlizaron en este trabajo debido a que se
siguieron los protocolos estandar de las metodologias utilizadas las cuales son
usadas mas ampliamente (Malairajan et al., 2006; Oyemitan et al., 2008; Spessoto
et al., 2003; Tanko et al., 2008). Como puede observarse en la figura 12, usando
fracciones con mayor pureza se obtuvieron resultados mas consistentes y con
menor variabilidad, similares los observados en el trabajo que se llevé a cabo con

la Psalmotoxina-1 (Mazzuca et al., 2007).



La prueba de formalina es una de las pruebas mas utilizadas en la prueba de
analgésicos, junto con la prueba de “Hot plate” y también ha sido utilizada para
probar péptidos analgésicos de origen animal (Mazzuca et al., 2007; Souza et al.,
2008; Park et al., 2008). Con estas pruebas se pudo confirmar la existencia de una
actividad analgésica por parte de los péptidos BvTx47 y BvTx55. Con el péptido
BvTx47 se pudo observar un efecto analgésico bastante marcado y muy similar al
provocado por la lidocaina. Los resultados obtenidos por medio de esta prueba
nos han llevado a reafirmar que el péptido puro BvTx47 tiene un efecto analgésico
sobre ratones. Estos resultados también indican la existencia de un efecto
analgésico por parte del péptido BvTx55 durante la primera fase del ensayo con
formalina (fase de dolor agudo), lo que junto con los resultados obtenidos en “Hot
plate”, nos permite inferir que BvTx55 tiene una accion mas rapida y menos
duradera que BvTx47, lo cual también se pudo observar en las pruebas de “Hot
plate” (Figura 10 y 12) donde a los 30 minutos de inyectada presenté un mejor
desempefio decayendo su analgesia a los 45 minutos, al igual que ocurrié con la
prueba de “Hot-plate”. Otros estudios realizados con péptidos analgésicos utilizan
otras vias de administracion tales como la intratecal e intracerebro ventricular
(Mazzuca et al.,, 2007; Chen 2005), por lo que han utilizado cantidades mas
pequefias de péptido (Tabla 11). Sin embargo usando cantidades diez veces
menores que las usadas durante las pruebas de tamizaje hemos podido observar
resultados favorable con BvTx47 y BvTx55 con las concentraciones utilizadas (0.7

pg/g y 0.03 pg/g, respectivamente).

Con estos ensayos biolégicos no solo se pudo observar un efecto analgésico por
parte de algunos péptidos presentes en los venenos, sino también la presencia de
fracciones y/o péptidos los cuales pareciesen tener un efecto agonista sobre algun
tipo de canal que se encarga de la transmision de sefiales nociceptivas (Cromer y
Mclintyre, 2007).

8.3 Caracterizacion de péptidos.

Es de particular importancia el hacer notar la alta plasticidad que parece presentar

el péptido BvTx47, ya que ha mostrado una actividad analgésica en dos ensayos



que estimulan distintos tipos de nociceptores. Sin embargo cabe la posiblidad de
que el péptido BvTx47 afecte un receptor especifico, aunque se ha observado que
generalmente las neurotoxinas del veneno de aracnidos, especialmente las de las
arafas, pueden ser promiscuas; esto es, tener afinidades relativamente altas por
uno o mas receptores celulares. Esta promiscuidad ya es bien conocida en otras
toxinas que forman parte del veneno de tarantulas (Redaelli et al., 2004; Karamaju
et al., 2010).

La comparacion de los resultados de actividad analgésica obtenidos con nuestros
péptidos, con aquellos obtenidos por otros grupos de investigacion, es dificil
debido a la forma en la que la mayoria lleva a cabo los estudios analgésicos con
dichos péptidos, en donde la via de administracion es distinta y las cantidades
utilizadas también lo son (Chen et al., 2005; Souza et al., 2008; Roerig y Howse,
1998; Mazzuca et al., 2007) (Tabla 11). Con respecto a las comparaciones entre
distintos reportes de péptidos analgésicos, se pueden observar dos datos
interesantes, el primero es la concentracion de la dosis administrada en los
animales, la cual es bastante baja comparada con los 140 pg por ratébn que
utiizamos para la fraccion completa de BvTx47, pero posteriormente esta
representd la decima parte de esa fraccion es decir 14 pg en la prueba de
formalina, y el segundo, son las inoculaciones, las cuales se realizan
principalmente de manera intratecal o intracerebro ventricular (ICV) y que per se
requieren de una menor cantidad de muestra presente para poder llevar a cabo un

efecto bioldgico debido a la sensibilidad que presentan los lugares de inoculacion.



Tabla 13. Datos de analgesia de péptidos provenientes de animales ponzofiosos. Dosis y
condiciones reportadas para varios péptidos con actividad analgésica.

Péptido Dosis Condiciones Referencia
analgésico
Prialt 0.03 pg/h Prueba de ‘hot plate” de larga Wangetal., 1998
duracion, inoculacion intratecal.
PcTX1 0.01 nmol Prueba de “hot plate”, inoculacién ICV Mazzuca et al., 2007
e intratecal, usando ratones knock-out.
ProTX Il 0.1 mg/kg y 0.01 mg/kg Modelo de dolor inflamatorio en rata Schmalhofer et al.,
2008
HWTX-1 1 pg/kg Ensayo de formalina con inoculacién  Chen et al., 2005
intratecal.
Pha1B 30 a 300 pmol Prueba “hot plate” con inoculacion Souza et al., 2008
intratecal
w-Aga-IVA 25 ng/raton Inoculacion intratecal Roerig y Howse,
1998
GsMTx4 270 pg/kg Prueba de “hot plate” en rata, via de  Parketal., 2008
inoculacion no especificada
BvTx47 0.7 ug/g Prueba de” hot plate” y formalina con Este trabajo

inoculacion intraperitoneal

ND-no determinado

Tras resolver la secuencia primaria completa de BvTx47 se pudo determinar que
este péptido no pertenece a la familia estructural de los péptidos ICK, debido a
como se encuentran colocadas sus cisteinas dentro de su estructura primaria,
ademas de compartir una alta identidad con los péptidos Bal y Bs2 los cuales
pertenecen a una familia estructural distinta de péptidos llamados DDH (Corzo et
al., 2009). Estos también presentan tres puentes disulfuro pero en un acomodo
totalmente distinto al de los péptidos del tipo ICK. Presentando lo siguientes
puentes disulfuro: Cisteina | — Cisteina lll, Cisteina Il — Cisteina V y Cisteina IV —
Cisteina VI (Wang et al., 2000, Liang et al., 2008).

Existen cerca de 30 péptidos de este tipo reportados en venenos de diferentes
tarantulas y se conoce la actividad biolégica especifica de algunos de ellos entre
los cuales se encuentran tres de los péptidos que comparten una mayor identidad
con el péptido BvTx47 (Tabla 8) entre ellos Bal la cual muestra un efecto
insecticida sobre grillos (Acheta domesticus), el cual también se pudo observar
con la toxina BvTx47 en un ensayo preliminar (Tabla 10). Ademas de generarse
una serie de modelos tridimensionales tomando como base el péptido Bal y que
nos permiten observar una gran similitud estructural entre estos y otros péptidos

(Nason et al., 1994). Sin embargo son muy pocos los péptidos analgésicos, de los



cuales se sabe su blanco especifico y su modo de accion (Nason et al., 1994).
Nason y colaboradores (1994) publicaron una patente que establece que un grupo
de nueve distintos péptidos bloquean canales de calcio, varios de estos péptidos
comparten una secuencia muy parecida a la de BvTx47 y AsTx48 (Tabla 8). En
dicho trabajo se lleva a cabo una metodologia de marcaje llamada fura2 y donde
usaron nifedipina y verapamil (drogas para el tratamiento de males cardiacos
como angina de pecho) como controles positivos, a pesar de mencionar que son
bloqueadores de canales ionicos de calcio no se muestra ningun resultado sobre
el blanco de estos péptidos. Ademas de que se trata del Unico caso reportado de
péptidos con estructura DDH. Asi mismo, la manera en que se llevo a cabo la
determinacion del tipo de receptores en los cuales actlan, arroja resultados muy
ambiguos y permite determinar el tipo especifico de receptor blanco. Es por ello
gue bien podriamos especular que el péptido BvTx47 encontrado en este trabajo
pudiese tener el mismo blanco propuesto por Nason et al.,, pero por ahora se

deben llevar a cabo experimentos que den resultados méas concluyentes.

Un resultado interesante con miras a conocer un poco acerca de los posibles
receptores de BvTx47 es su efecto insecticida. Hasta ahora los receptores
nociceptivos mas acordes con el efecto insecticida pudieran ser los canales de
sodio dependientes de voltaje (Na,). Es conocido que la identidad entre los Na, de
insecto y mamifero puede ser de hasta un 60%, por lo cual una aproximacion a
conocer el blanco de BvTx47 en los ratones seria observar el efecto de este

péptido en subtipos de Na, asociados al dolor como Na, 1.7, 1.8 y 1.9.

Mientras tanto la secuencia obtenida para la toxina BvTx55 nos indica que esta si
se trata de un péptido de la familia estructural ICK siendo del subtipo que tiene
una lazo largo en el asa numero 5 y pertenece a una subfamilia nombrada del tipo
ACSKQ (Diego-Garcia et al., 2010), de la cual no se sabe mucho acerca de sus

formas de actuar sobre el sistema nervioso.

Durante la construccion de las bibliotecas de cDNA se hicieron esfuerzos para
obtener la mayor eficiencia posible ya que los primeros intentos daban resultados

con 6rdenes de magnitud de entre 10° y 10* UFC (unidades formadoras de



colonia/ng de plasmido transformado) los cuales son ordenes de magnitud muy
bajos para una biblioteca de cDNA (Fernandes-Pedrosa et al., 2008) asi que se
siguieron mejorando hasta obtener bibliotecas con érdenes de magnitud de entre
10° y 10" UFC, las cuales estan en una eficiencia similar a otras bibliotecas de
cDNA de aracnidos (Garcia-Diego et al., 2010).

8.4 Estructura tridimensional.

Con respecto a los modelos tridimensionales generados para el péptido BvTx47
por medio de los servidores Yasara y EsyPred, nos muestran un dato importante,
el cual es que este péptido solo cuenta con dos hojas beta en su estructura
tridimensional, siendo estas dos hojas beta las que forman el nucleo hidrofébico
del BvTx47. La pérdida de la tercera hoja beta no se ha observado en la estructura
tridimensional de otras toxinas que comparte una alta identidad con BvTx47, tal es
el caso de Bal (Corzo et al., 2009) y Huwentoxina Il (Shu et al., 2001), entre
otras. El modelo estructural de BvTx47 podria explicar el hecho de que esta
toxina, no tan rigida como las otras, en particular tenga un rango de accion lo
suficientemente amplio como para poder reconocer diferentes receptores
nociceptivos y generar analgesia a diferentes estimulos, ya sean térmicos (“Hot
Plate”), mecanicos (primera fase del ensayo de formalina) o quimicos (segunda
fase del ensayo de formalina). Sin embargo solo podremos comprobar esta
hipétesis hasta obtener la estructura tridimensional real o conocer los nociceptores

sobre los cuales actia BvTx47.



9. Conclusiones y perspectivas.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo podemos concluir que los
venenos de las tres arafias contienen péptidos con actividad analgésica, la cual
pudiera abarcar varios tipos de nociceptores (sensibles al calor, mecanoreceptores
0 quimioreceptores). A partir del tamizaje del veneno de las tres especies de
terafésidos, se determiné la secuencia de un péptido con propiedades analgésicas
el cual ha sido llamado BvTx47, proveniente del veneno de la especie
Brachypelma verdezy. Este es un péptido que forma parte de una familia
estructural llamada DDH, la cual es comun entre los péptidos presentes en los
venenos de arafias y que es similar a otros péptidos reportados con actividad
insecticida. Otros cuatro péptidos provenientes de los venenos de las especies B.
verdezy (2), A. seemanni (1) y C. fasciatum (1) resultaron también con
propiedades analgésicas, sin embargo sus secuencias aminoacidicas de no han

sido determinadas.
Perspectivas
Con base en los resultados proponemos;
1. Determinar la estructura de los cuatro péptidos restantes.

2. Determinar el receptor o receptores blanco de estos péptidos, debido a sus

caracteristicas estructurales y de actividad se sugieren canales Na, y Ca,.

3. Producir la BvTx47 mediante sintesis quimica o expresion heterdloga con el

propésito de realizar mas ensayos biologicos.

4. Observar si péptidos insecticidas como Bal tienen efectos analgésicos, tal

y como los tiene BvTx47.
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Anexo 1. Purificacion del veneno por HPLC de fase reversa.

El veneno de cada especie presenta una huella cromatografica diferente. Se

muestran dos cromatogramas por especie, los cuales representan venenos de

muestras obtenidas independientemente.

23000007 fferent Y wnis

8
g
E

HE A
B BB
1
1l
5281

28.15

2211

1600
il 562

1100
a1 h
SEISLI 5y

18.21

G5.21

a1l
A0 g9 7

33 .68

LR
528 g5 14
5085

11.12

an.18

-

B
B
i 8

SERLAY gy ap
56 56
[ 1| 1

61156

il gag
10,36

AT 90 17
FINERETR

{56.01

1358

TELQEME 2L RR 999 00 ) gy

=111
ﬁ LT T

7 ] o]

=
=
3]
=
o

Fig. A. Cromatograma del veneno de Aphonopelma seemanni (I). EI cromatograma aqui

mostrado es muy similar a los demas realizados con el veneno de esta tarantula.
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picos correspondientes las fracciones utilizadas posteriormente en la Repurificacién, la

linea superior indica una lectura a 230

Brachypelma verdezy (I). Los asteriscos indican los

nm, mientras que la inferior una lectura de 280 nm.
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Anexo 2. Espectrometria de masas
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Anexo 3. Fracciones repurificadas
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Anexo 4. Protocolos utilizados para la realizacion de bibliotecas de cDNA.
Protocolo 1. Obtencion de células electrocompetentes.

e Preparacion de células electrocompetentes

Materiales:

2 matraces de 2.8 L.

10 tubos de ensayo chicos para seguir la cinética de crecimiento de las células.
6 botellas de 500 ml para centrifuga, estériles.

Juego de pipetas de 10 mL, estériles.

2 tubos Oak Ridge, estériles.

Probeta de 1 L, estéril.

2 botellas de 1 L estériles para el HEPES 1 mM.

Centrifuga refrigerada Beckman J2-Mi con rotor para botellas de 500 mL (JS-10).
Centrifuga refrigerada con rotor para tubos Oak Ridge (JA-20).

Hielo seco.

Guantes de latex desechables.

Soluciones:

1 L de medio SB separado en volimenes de 500 ml en cada matraz de 2.8 L.
Esterilizar.

100 mL de glicerol al 10% estéril.

2 L Hepes 1 mM preparado de un stock 100 mM. Autoclavear.

SB: HEPES 100 mM:
900 mL H20 2.3 g HEPES

35 g bacto-tryptona 90 ml H20™

20 g extracto de levadura pH 7.0 con NaOH 5N
5g NaCl H20 hasta 100 ml
Mezclar hasta disolver Esterilizar.

pH 7.5 con NaOH 5N
H20 hasta 1 L



Procedimiento:

Inocular una colonia o 20 uL de células del vial de glicerol en 20 ml de medio mas
antibiotico (en el caso de XL1-Blue, LB/Tc 20 pg/ml). Incubar ON a 37 C, 250 rpm.

Tomar en un tubo de ensayo chico 2 ml de SB como control.
Inocular 5 ml del ON en cada matraz de 2.8 L con 500 ml de SB.

Incubar a 37°C, 250 rpm hasta alcanzar una OD600nm de 0.5-0.6. Se deben

realizar lecturas cada 30 min después de las 2 horas de puesto el cultivo.

Enfriar todo el material y las soluciones que se vayan a utilizar. Enfriar las

centrifugas.

Una vez alcanzado el valor de OD, enfriar los matraces por 15 min en hielo
agitando.

A partir de este paso se debe trabajar a 4°C (cuarto frio) y lo méas rapido posible.
Transferir el cultivo a las 6 botellas de 500 mL.
Centrifugar por 15 min, 3300 rpm, 4°C, max. aceleracion y desaceleracion.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet con cuidado en 150 mL de
HEPES 1 mM por botella (900 ml totales).

Distribuir las células resuspendidas en 4 botellas.
Centrifugar por 15 min, 4500 rpm, 4°C, max. aceleracion y desaceleracion.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet con cuidado en 100 mL de
HEPES 1 mM por botella (400 ml totales).

Distribuir las células resuspendidas en 2 botellas.
Centrifugar por 15 min, 4500 rpm, 4°C, max. aceleracion y desaceleracion.

Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet con cuidado en 20 mL de

glicerol al 10%.



e Transferir las células a un tubo Oak Ridge y centrifugar por 15 min, 4500 rpm, 4°C.

o Desechar el sobrenadante y resuspender el pellet con cuidado en 1.2 mL de

glicerol al 10%.

e Transferir alicuotas de 110 pL a tubos eppendorf de 1.5 mL pre-enfriados en hielo
seco. Dejar una de las alicuotas en hielo para determinar la eficiencia de

electroporacion de las células
e Guardar a-70°C.

e Electroporar 100 pL de células con 10 pL pUC18 (1 ng/uL) como control de

electroporacion y platearlas en una dilucién de 1:1000 y 1:10000.

Anexo 5. Preparacién de medio SOC.
Para la preparacion de un litro de medio SOC:

20 g de triptona.

5 g de extracto de levadura.
0.5 g de NaCl.

10 ml de KCI 250 mM

© N o 0

A esto se agregan 950 ml de agua destilada, el pH se ajusta a 7.0 con NaOH y se
esteriliza en autoclave, una vez fuera y frio se agregan 10 ml de MgCl, 1M y 10 mL de una

solucién de glucosa 2M (estéril).

Anexo 6. Oligonucleétidos utilizados para la busqueda de los RNA mensajeros en

las librerias

Para llevar a cabo esta seccién se requirié de uso de un primer reverse Unico usado en
todos los casos (CDS 111/3’) y un oligonucleétido unico para cada uno de los péptidos,

construidos a partir de las secuencias
BV48F
GTT CTG GAA GGA AAC GTT

Tm: 60.67 °C



Tm (2): 52 °C

BV55F

GCT TGY CAA NNN GCT GAA GCT

Tm: 68.1 °C

Tm (2): 65.98 °C

BV55FW1

GCH TGY TCY AAR CAG GTH GGA GAA
Tm: 67.33 °C

Tm (2): 71.00 °C

BV55FW2

GCH TGY AGC AAR CAG GTH GGA GAA
Tm: 68.04 °C

Tm (2): 72.00 °C

ADAP3

GCG AGC ACA GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATAGGT TTT TTT TTT TT1
Tm: 70.14 °C

Tm (2): 131.00 °C

INNER

CGC GAA TCC GAA TTA ATA CGA CTC ACT ATA GG

Tm: 70.03 °C

Tm (2): 92.00 °C

OUTER

GCG AGC ACAGAATTAATACGACT



Tm: 65.11 °C

Tm (2): 66.00 °C

Oligonucledtidos utilizados para secuenciacién.
T7 PRIMER

TAA TAC GAC TCA CTATAG GG

M13 FORWARD (KIT TOPO TA CLONING)

GTA AAACGACGG CCAG

M13 REVERSE

TTG TGA GCG GAT AAC AATTTC

Anexo 7. Protocolo de realizacién de bibliotecas de cDNA
7.1  Sintesis de la primera cadena de cDNA

Se mezclaron los siguientes reactivos en un tubo de 1.5 mL estéril: 1) 3uL de la
muestra de RNA obtenida de las glandulas de veneno de cada una de las
tarantulas, siendo la concentracién minima de 0.5 pg totales y sin una cantidad
maxima establecida. 2) 1uL del oligonucleétido SMART IV (Clontech). 3) 1uL del
oligonucledtido CDS 111/3’ (Clontech).

Estos se mezclaron en una centrifuga y se puso en incubacion durante dos
minutos a 72 °C, tras los cuales se puso a enfriar el tubo en hielo por otros dos

minutos.

Una vez hecho esto se afiadieron los siguientes reactivos: 1) 2 yL de buffer de
primera cadena 5X (Clontech). 2) 1 uL de DTT (20 mM) (Clontech). 3) 1 yL de una
mezcla de dNTP’s (10 mM). 4) 1 uL de trancriptasa reversa SMART Scribe™
MMLV.



Tras mezclar todos los componentes presentes en el tubo se incubd la mezcla

42°C durante una hora. Pasada la hora de incubacion el tubo se guardé a -20 °C.
7.2 Amplificacién de cDNA por LD PCR

Para la amplificacion por LD PCR se mezclaron los siguientes reactivos: 1) 2 pL
de cDNA de primera cadena, 80 pL de agua desionizada, 10 pL de buffer para
PCR Advantage 2 10X (Clontech), 2 pL de dNTP’s 50 X (Clontech), 2 pL
Oligonucleétido 5 PCR (Clontech), 2 uL Oligonucleétido CDS I11I/3° PCR
(Clontech), 2 uL Mezcla de DNA polimerasa Advantage 2 50X (Clontech).

Dependiendo del nimero de muestras primero se llevaba a cabo una mezcla con
todos los componentes a excepcion del cDNA de primera cadena. Con esta
amplificacion por LD PCR se utilizé el mayor niumero de ciclos recomendado en el
kit a pesar de no ajustar con los datos presentes en el manual del kit utilizando 26
ciclos del siguiente programa en el termociclador: 95°C por un minuto y 26 ciclos:

95°C por 15 segundos, 68°C por 6 minutos y un holding final de 4°C.

Una vez completados los ciclos en el termociclador se analizd el resultado
llevando a cabo una cuantificacion tanto espectrofotométrica en el nanodrop
(Nanodrop™, modelo ND1000 a una longitud de onda de 260 nm), como
separando la muestra en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X, tras el cual se
debia de observar una mancha luminosa de material genético entre los 0.1 y 4 kb
con algunas bandas mas definidas que indican los pesos de los mensajeros mas

abundantes en la célula.
7.3 Purificacion de producto de PCR por sistema de columnas.

Al tubo que contenia el total del producto de PCR se agregaron 150 pL de binding
buffer (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche) y 75 pL de isopropanol,
agitdndose fuertemente y colocandose en un tubo con un filtro de alta pureza el
cual se encontraba conectado a un tubo colector. Dicho tubo se centrifugd a
13,400 rpm por 75 segundos descartandose el contenido del tubo colector. Se
depositaron 250 uL de buffer de lavado (High Pure PCR Product Purification Kit,



Roche) en el tubo con el filtro y se centrifugd por 75 segundos a 13,400 rpm
descartandose posteriormente el contenido del tubo colector. Se hizo un lavado
extra del tubo con filtro pero ahora con un volumen de 200 pL de buffer de lavado.
La elucion del DNA se llevo a cabo con un volumen de 80 pL de agua estéril
tetradestilada y centrifugandose por 75 segundos a 13,400 rpm este paso se

repitio 3 veces guardandose el tubo colector con los 80 pL eluidos a -20°C.
7.4 Digestién con la enzima de restricciéon Sfil

El total del material genético purificado por el paso anterior se utilizé para digerirlo
con la enzima Sfil, mezclando los siguientes reactivos: 79 UL de cDNA purificado,
10 pL de buffer de enzima Sfil 10X (Clontech), 10 pL de enzima Sfil y 1 yL de BSA
100X.

Una vez mezclado se incub6 a 50°C durante dos horas, tras la cuales se guardé la

reaccion a -20°C.
7.5 Fraccionamiento del cDNA por tamaifio.

Para llevar a cabo el fraccionamiento se prepardé una columna CHROMA-SPIN
400. La columna se invirtio varias veces hasta resuspender completamente la
matriz. Una vez resuspendida la matriz y removidas todas las burbujas la columna
se colocd en un soporte universal y se dejo gotear el buffer de almacenamiento
gue contenia la columna, con un flujo de una gota cada 40 a 60 segundos. Una
vez drenado todo el buffer de almacenamiento se agregaron 700 pL de buffer de
columna, el cual también se dej6 drenar. Una vez que se terminé de drenar se
agregaron 100 pL que contienen la muestra digerida con Sfil y dos pL de
xilencianol al 1%, una vez absorbidos en la columna se agregaron otros 100 uL de
buffer de columna con los que se lavo el tubo que contenia la reaccion de
digestion. Después de que el resto de la muestra se absorbiera completamente se
agregaron otros 600 uL de buffer de columna, unas vez colocados se empezaron
a colectar todas las gotas posibles hasta que drend el total del buffer de columna
(entre 15 y 16 gotas colectadas). Se tomé una alicuota de 3 pL de cada una de las

gotas y se llevo a cabo una corrida en un gel de agarosa 1% para observar donde



se concentra la mayor cantidad de material genético con los mejores tamafos
(entre 500 pb y 1 kb o més). Una vez seleccionados los tubos con el mejor
contenido de DNA, este se precipitd agregando los siguientes reactivos: 0.1
volimenes de acetato de sodio (3 M a pH de 4.8), 1.3 pyL de glucogeno y 2.5

volumenes de etanol al 95% (-20°C).

Una vez bien mezclado se puso en incubacion el tubo a -20°C durante toda la
noche para obtener la mayor cantidad de DNA posible. Al dia siguiente se tomo la
muestra y se centrifugd a 13,400 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se retird el sobrenadante y se dejé secando al aire en un periodo
de 10 a 15 minutos, resuspendiendo finalmente la muestra en un volumen de 7 pL

de agua desionizada y guardandolo a -20°C.
7.6 Ligacion del cDNA de doble cadenay el vector pDNR-LIB

Para este paso se mezclaron los siguientes reactivos: 1 pL de cDNA, 1 pL de
pDNR-LIB (0.1 pg/uL), 0.5 pL de buffer de ligaciébn 10X (Clontech), 1 uL de ATP
(10 mM), 0.5 pL de T4 DNA ligasa y 1.5 pL de agua desionizada.

Esta mezcla se dejo incubando toda la noche a 16°C. Al dia siguiente se llevo a
cabo la precipitacion de DNA agregando 95 pL de agua estéril DEPC, 1.5 yL de
glucogeno y 280 uL de etanol al 95%, una vez mezclado se dejo incubar a -70°C
durante toda la noche. Se tomd el tubo y se centrifugé a 134,00 rpm por 20
minutos, tras lo cual se retir6 el sobrenadante y se dej6 secar la muestra por entre
10 y 15 minutos, resuspendiendo el precipitado resultante en un volumen de 5 puL
de agua DEPC.

7.7 Transformacion usando células DH5a

Se utilizé una alicuota de 100 yL de células DH5a electrocompetentes (ver anexo
4) y todo el volumen contenido en la muestra que se ligo (5.5 pL), esta mezcla se
deposito en celdillas de electroporacion de 1 mm pre-enfriada en hielo, con la cual
se electropor6 por medio de un choque eléctrico de 1,800 mV. Inmediatamente las

células se pusieron en agitacion por una hora y a 37°C con medio SOC de



recuperacion (ver anexo 5). Tras transcurrir una hora en el medio de recuperacion
se tomaron alicuotas de 10, 50 y 100 pL con las cuales se sembré de manera
uniforme en placas de agar con medio LB y cloramfenicol a 30 pg/mL dejando en
incubacion a 37°C durante toda la noche y contando todas las colonias obtenidas

por caja al dia siguiente.
7.8 Reacciones de PCR de colonia

Se seleccionaron al azar 400 colonias obtenidas tras la transformacion de las
células DH5a por cada una de las bibliotecas construidas, las cuales se analizaron
por medio de reacciones de PCR de colonia para poder determinar el tamafio del
inserto presente en cada una de las clonas revisadas. Para poder llevar a cabo el
PCR de colonia, primero se pico una colonia aislada y la cantidad de células
obtenidas se resuspendid en 5 pL de agua tetradestilada, para posteriormente
tomar un pL y mezclarlo con los siguientes reactivos (cantidad por reaccién
individual, se preparé una mezcla suficiente para 20 reacciones): 4.08 uL de agua
tetradestilada estéril, 0.5 pL de buffer para PCR (Roche), 0.2 uL de dNTP’s (10
mM), 0.1 pL Oligonucleétido Fw M13, 0.1 pL Oligonucleétido Rev M13 y 0.02 pL
Taq polimerasa (Roche).

Una vez mezclados todos los componentes se utilizo el siguiente programa en el
termociclador: Tiempos pre-PCR; 94°C por 4 minutos, 45°C por 3 minutos y 72°C
por 1 minuto 30 segundos. Treinta y dos ciclos; 94°C por 50 segundos, 50°C por 1
minuto y 72°C por 1 minuto. Tiempos finales; 72°C por 7 minutos y 4°C por tiempo

indefinido

Después de completada la reaccion se tomo todo el volumen y se mezcld con 5 pL
de buffer de carga para gel de DNA y se corrié un gel de agarosa al 1% por 20
minutos, para posteriormente observar las bandas obtenidas en el transiluminador
de luz UV. Todas aquellas colonias que mostraron un inserto mayor a 500 pb, con
los 4 pL de células suspendidas en agua se dejaron crecer durante toda la noche
en 3 mL de medio LB con cloramfenicol a 30 pg/mL, para al dia siguiente llevar a
cabo la extraccion de plasmido.



7.9 Extraccion de plasmido

Para la extraccion de pladsmido se utilizo el kit de purificacién de Roche “High pure
plasmid isolation kit”. Al finalizar el protocolo se prepararon reacciones de PCR
para mandar a la unidad de secuenciacién, utilizandose los siguientes reactivos:
15 uL de plasmido y uL de oligonucledtido T7 (5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG

GG -3’). Se cuantifico el resto de las muestras y se guardaron en a -20°C.

Anexo 8. Obtencion de secuencias por medio de RACE-PCR.

El procedimiento de Race-PCR inicia con una retrotranscripcion del material
genético de la arafia utilizando el siguiente procedimiento: 10 uL RNA de glandula

de veneno de arafia y 2 pL del oligonucleétido ADAPS3.

Estos se mezclaron y se incubaron por 10 minutos a 70°C, dejandose reposar la
mezcla un minuto en hielo para agregar lo siguiente: 2 pL de buffer de PCR, 2 pL
de DTT 20 mM, 2 pL de una mezcla de desoxirribonucleotidos 10 mM y 2 pL de
MgCl, 25 mM.

Se incubd esta mezcla por 5 minutos a 42°C y posteriormente se agrego 1 pL de
retrotranscriptasa. Al ser agregada la retrotranscriptasa se dej6 incubando toda la

mezcla por 50 minutos a 42°C.

Al terminar la anterior incubacion, se preparé una primera reaccion de PCR con
los siguientes reactivos: 5 pL Buffer de PCR 10X, 3.5 puL de una mezcla de
desoxirribonucleotidos, 1.5 uL Oligonucledtido “Outer”, 1.5 pL Oligonucledtido
“XFW”*, 1 uL desoxirribonucleotidos, 1 uL Taq polimerasa y 36.5 uL de agua.

* Nota: El oligonucledtido utilizado tiene un nombre particular dependiendo de la

secuencia que se busca y una secuencia distinta (Anexo 7).

La mezcla de reaccién se utilizé con el siguiente programa en el termociclador:
Tiempos pre-PCR; 94°C por 15 segundos, 50°C por 1 minuto 30 segundos y 72°C
por 30 segundos. Treinta ciclos; 94°C por 15 segundos, 53°C por 30 segundos,



72°C por 30 segundos. Tiempos finales; 72°C por 7 minutos y 4°C por tiempo
indefinido.

Finalizada la primera reaccion de PCR se llevd a cabo la segunda reaccion de
PCR, para el cual se utilizaron las siguientes condiciones: 5 yL Buffer de PCR
10X, 3.5 puL de una mezcla de desoxirribonucleotidos, 1.5 pL Oligonucleétido
“Inner”, 1.5 pL Oligonucledtido “xFW”*,1 uL desoxirribonucleotidos, 1 pyL Taq
polimerasa y 36.5 pL de agua.

* Nota: EIl oligonucledtido utilizado tiene un nombre particular dependiendo de la

secuencia que se busca y una secuencia distinta (Anexo 7).

La mezcla de reaccion se utiliz6 con el siguiente programa en el termociclador:
Tiempos pre-PCR; 94°C por 15 segundos, 50°C por 1 minuto 30 segundos, 72°C
por 30 segundos. Treinta ciclos; 94°C por 15 segundos, 53°C por 30 segundos,
72°C por 30 segundos. Tiempos finales; 72°C por 7 minutos, 4°C por tiempo

indefinido.

Al terminar la segunda reaccion de PCR se tomaron 3 pL muestra para observarla
en un gel de agarosa 1.5% para comprobar la existencia de bandas enriquecidas

en el peso molecular esperado.

El material genético enriquecido y obtenido con estas dos reacciones de PCR se

clono en el vector TOPO 2.1 siguiendo las instrucciones del proveedor (Anexo 7).

Para la extraccion de plasmido se utilizé el kit de purificaciéon de Roche “High pure
plasmid isolation kit”. Al finalizar el protocolo se prepararon reacciones de PCR
para mandar a la unidad de secuenciacién, utilizandose los siguientes reactivos:
15 pL de plasmido y 1 pL de oligonucledtido M13 Forward (5’- GTA AAA CGA CGG
CCAG -3)).

Se cuantifico el resto de las muestras y se guardaron en a -20°C.
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