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Figura 31. Cromatogramas obtenidos de la separacion de la fraccion F2_1. (a)
Cromatograma de la fraccién obtenida a partir de la saliva in vivo. (b) Cromatograma de
la fraccién obtenida a partir de las GSP.
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1.0 INTRODUCCION.

Actualmente la produccion de recursos pesqueros provenientes del océano es de
85 millones de toneladas, casi el 63 % de la produccion mundial pesquera [1]. Esta
situacion ha sido generada por la modernizacion y el aumento en la capacidad de
los bugques pesqueros que han incrementado el nimero de oportunidades y la
habilidad para encontrar y extraer organismos en el océano. Hoy en dia, la
mayoria de las especies pesqueras son explotadas a su limite; por tanto, la
basqueda del aprovechamiento sustentable de las diversas poblaciones
pesqueras ha provocado el incremento en la utilizacién total de los organismos
capturados, dado que generalmente, no todo lo que se obtiene del mar es
adecuadamente usado [2]. A estos productos que no tienen una utilizacién directa
0 no se consideran ordinariamente vendibles se les conoce como “subproductos”
(p.e. el eviscerado o descabezado). Estos subproductos generados por las plantas
procesadoras de mariscos varian desde el 30 % al 85 % del peso de los
organismos desembarcados [3].

Ademas de que estos subproductos representan un desperdicio parcial de los
recursos naturales, pueden provocar problemas ecoldgicos (materia organica
arrojada al mar que puede producir cambios en el ecosistema), ambientales
(mantenimiento de sustancias toxicas derivadas de tierra: PCB, dioxinas, metales
pesados, etc.) y toxicolégicos (propagacién de parasitos presentes en las visceras
de los pescados tales como Anisakis) [1].

Los subproductos marinos contienen lipidos valiosos, fracciones de proteinas,
acidos nucleicos, minerales y otros compuestos bioactivos tales como la
“astaxantina” un carotenoide utilizado como agente antioxidante y util para la
prevencion de ciertos tipos de cancer. Por tanto, la generacion de productos con
valor agregado a partir de subproductos es una técnica que se ha implementado
para optimizar y aminorar la producciéon de desechos; por ejemplo la obtencién de
enzimas (serin-proteasas, tripsina, quimotripsina, elastina y colagenasa) a partir de
intestinos de pescado, las cuales poseen aplicaciones meédicas, farmacéuticas,

cosmeéticas, higiénicas e industriales [2].



Una pesqueria importante es la del pulpo rojo Octopus maya, especie endémica y
uno de los recursos pesqueros mas importantes de la Peninsula de Yucatéan [4, 5,
6, 7] y la quinta a nivel nacional. Respecto a su captura, no todo el producto es
consumido; el 85 % se comercializa para consumo humano y el 15 % restante
corresponde a subproductos (cerebro, estdbmago, pico, o0jos, glandulas salivales,
etc.) que son desechados al mar o confinados al basurero durante su evisceracion
[1]. Dentro de estas visceras se encuentran las glandulas salivales posteriores,
donde se produce la saliva, que ha demostrado ser vital en la mayoria de los
octépodos, ya que muchos de ellos la utilizan para paralizar y matar a sus presas.
Sin embargo, hasta la fecha no existen estudios que indiquen si el Octopus maya

produce esta secrecion salival.

Cuando un pulpo emerge para alimentarse, en general de crustdceos y moluscos
bivalvos, suele atraer a sus victimas moviendo rapidamente la punta de un brazo
como si fuera un gusano, o puede aproximarse deslizandose y precipitarse sobre
su presa, envolviéndolo en su red de ventosas para asegurar una rapida
inmovilizacién. Entonces coloca a su presa de tal forma que la parte anterior del
cangrejo estd cerca de su masa bucal, utilizando su radula para generar un
agujero en el caparazon o en la cérnea del cangrejo, donde inyecta su saliva
mediante la papila salival. Esta secrecidén salival es generada en las Glandulas

Salivales Posteriores (GSP) y es transportada a la papila salival [8].

La saliva del pulpo tiene un efecto poderoso en el cangrejo, ya que lo paraliza en
1-2 minutos, se inhibe su respiracién y aunque su corazoén late, muere 10 minutos
mas tarde [9]. Ademas, la saliva contiene diferentes proteinas que comienzan la

digestiéon del cangrejo, tales como tripsina, quimotripsina y quitinasas [10].

Diferentes grupos han estudiado las propiedades farmacolégicas de los extractos
de las glandulas salivales posteriores de los cefalopodos; por ejemplo, se han
aislado aminas biogénicas como la tiramina [11], histamina [12], octopamina y
serotonina [13] (Figura 1). Una proteina aislada de Octopus vulgaris, a la cual se
le denomind cefalotoxina, causa la paralisis en cangrejos y después de 5 minutos

su muerte [13]. Otras dos proteinas paralizantes, llamadas alfa y beta
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cefalotoxinas con un peso molecular de aproximadamente 91, 200 y 33, 900 Da

respectivamente, se aislaron de las GSP de Octopus vulgaris [14].

La eledoisina se aislo de los extractos con acetona de las GSP de Eledona
moschata y Eledona aldrovandi (ahora Eledone cirrhosa), resultando ser un
decapéptido que estimulaba las preparaciones del muasculo liso de diferentes
mamiferos, ademas de tener actividad hipotensora [15]. La toxina mas estudiada
de los cefal6podos, es la tetrodotoxina, ya que causo la muerte de varias personas
gue se encontraron con el pulpo de anillos azules Hapalochlaena maculosa [16].
Key y colaboradores en el 2002, encontraron que la saliva de Eledona cirrhosa
tiene actividad hemolitica contra eritrocitos de mamiferos en concentraciones muy

bajas; ademas, de presentar actividad insecticida [9].

Por altimo, recientemente, se han caracterizado dos taquicininas de la saliva de
Octopus vulgaris que presentaron actividad sobre el ileon de cobayo, induciendo
contracciones rapidas del ileon [17] y una de las GSP de Octopus kaurna con
actividad mas potente [18] (Figura 1). Las taquicininas son neuropéptidos que
tiene actividad sobre el sistema nervioso central y entérico, y estadn conservadas
desde los insectos hasta los mamiferos. Una propiedad interesante de este tipo de
neuropéptidos es la inhibicion de la placa B-amiloide implicada en el mal de
Alzheimer [19].

Por tanto, el aprovechamiento de las glandulas salivales posteriores del pulpo
Octopus maya para la obtencién de productos naturales resultaria en una gran
oportunidad para el descubrimiento de compuestos quimicos y ademas
contribuiria a la utilizacion total de los productos obtenidos durante su pesqueria.
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OctTK-I: Lys—Pro—Pro—Ser—Ser—Ser—Glu—Phe—lle-Gly—Leu—Met—NH,

OctTK-II: Lys—Pro—Pro—Ser-Ser—Ser—Glu-Phe-Val-Gly—Leu—Met—-NH,
OctTK-III: Asp—Pro—Pro—-Ser—Asp—Asp—Glu—Phe—Val-Ser—Leu—Met—-NH,

Eled: Pro—Ser-Lys—Asp—Ala—Phe-lle—-Gly—-Leu—Met—NH,

Figura 1. Moléculas aisladas de la saliva de pulpo de diferentes especies: (a) Octopamina, (b)
Tiramina, (c) Serotonina, (d) Histamina, OctTK-I taquicinina | del Octopus vulgaris, OctTK-II
taquicinina 1l del Octopus vulgaris, OctTK-Ill taquicinina | del Octopus kaurna y Eld Eledoisina,
taquicinina aislada de Eledona moschata.



2.0ANTECEDENTES.
2.1 Productos naturales.

Los llamados productos naturales son aquellas moléculas organicas pequefias (<
2, 000 uma) que un organismo (unicelular o pluricelular) sintetiza y que no se
requieren de manera estricta para la supervivencia de los organismos; sin
embargo son importantes, porque constituyen defensas contra sus depredadores y
comprenden una variedad de compuestos quimicos que se caracterizan por ser

especificos para cada especie [20].

El interés en el estudio de los productos naturales se ha incrementado en afios
recientes debido a que representan un reservorio formidable para la generacion de
nuevos medicamentos [21]. Los productos naturales incluyen clases de
compuestos como: terpenoides, policétidos, aminoacidos, péptidos, proteinas,
carbohidratos, lipidos, bases de &cidos nucleicos, &cido ribonucleico (ARN), &cido
desoxirribonucleico (ADN), etc.; cuyo uso terapéutico a lo largo de la historia
humana, ha sido a base de plantas. No es por tanto sorprendente que
aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial dependa principalmente de
medicamentos tradicionales como agentes de atencion a la salud primaria [20].
Los datos de auditoria nacional con receta a partir de 1976 mostraron que
aproximadamente el 40 % de las prescripciones de Estados Unidos contenian

productos naturales derivados de plantas y microorganismos [20].

Para 1996 los productos naturales representaban menos del 1 % de todos los
compuestos quimicos publicados; sin embargo conformaban el 35 % o $230 mil
millones de délares del total de ventas de productos farmacéuticos [22]. Por tanto,
es de esperarse que las sustancias farmacoldgicas de los productos naturales
puros, junto con sus derivados y compuestos sintéticos deducidos a partir de un
precursor de producto natural, representen la mayor parte del mercado
farmacéutico actual [23, 24].

La busqueda de productos naturales se limita al descubrimiento y el desarrollo de
medicamentos modernos que se han aislado o derivado a partir de fuentes

naturales [25]. A causa de su acumulacion en las vias enzimaticas, los productos



naturales tienen demostrada su capacidad para unirse a la enzima o en general a
las proteinas objetivo y por lo tanto, también interactian con las proteinas de la
enfermedad destinada [26].

Es por todo lo anterior que los productos naturales pueden contribuir a la
busqueda de nuevos agentes terapéuticos en diferentes ambitos: actuando como
nuevos medicamentos que se pueden utilizar sin modificar, proporcionando
bloques quimicos de construccion para la sintesis de nuevos farmacos e indicando
nuevos mecanismos farmacoldgicos de accion que permitan completar la sintesis

de nuevos analogos.

Los productos naturales, seguiran siendo considerados como una de las mayores
fuentes para la obtencion de nuevos farmacos, no solo por su diversidad
estructural incomparable y su tamafio relativamente pequefio, sino también porque
prometen propiedades similares a los farmacos; es decir, pueden ser absorbidos y
metabolizados. Asi mismo, es importante sefialar que juegan un papel crucial para
satisfacer la demanda en la exploracion de nuevas moléculas, dado el aumento en

la busqueda de éstas [21].

2.2 Productos naturales de origen marino.

Los organismos marinos han evolucionado para colonizar una gran variedad de
nichos ecologicos y con el afan de adaptar su existencia en esa amplia variedad
de habitats, han desarrollado una diversidad de rutas metabdlicas secundarias,
que producen un vasto nimero de compuestos quimicos con el fin de adecuar su
estilo de vida; estos incluyen una extensa gama: terpenos, péptidos, alcaloides,
policétidos y un sin fin de estructuras desconocidas y sin caracterizar [21].

A pesar de que cerca de 21, 000 diferentes productos naturales marinos han sido
aislados hasta ahora [27], este campo cientifico es todavia joven, en comparacion
con la larga tradicion de investigacion de productos naturales en el medio
terrestre.

Dado el hecho de que mas del 70 % de la superficie de la Tierra esta cubierta por
oceéanos Yy teniendo en cuenta ademas la rica biodiversidad del mar (varios Phyla
del reino animal, como el Porifera y Bryozoa son exclusivamente acuaticos) estas
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esperanzas parecen realmente justificadas. De hecho, estudios realizados en
organismos marinos han llevado al aislamiento de una gran cantidad de
metabolitos secundarios estructuralmente novedosos, que son desconocidos en el
habitat terrestre y por lo tanto constituyen una biblioteca potencial para el
descubrimiento de compuestos lideres que puede derivar en el descubrimiento de
farmacos [28].

En la dltima década, mas de 5, 000 productos naturales de origen marino han sido
publicados y muchos de estos compuestos han probado su potencial en diversos
campos, particularmente como agentes terapéuticos para el tratamiento del cancer
[21].

2.2.1 Desventajas de los productos naturales de origen marino.

Los organismos marinos contienen una enorme diversidad de productos naturales
aun por descubrir y si bien, gracias a los grandes avances en la tecnologia se han
mejorado las técnicas de separacion y aislamiento de dichos productos, aln
existen algunas dificultades durante el proceso de obtencion de los productos
naturales, entre las principales podemos mencionar [20]:

2.2.1.1 Incertidumbre taxondmica.

La informacién taxondémica de los organismos puede facilitar las busquedas
bibliograficas sobre los reportes de compuestos producidos por la especie en

estudio, asi como los métodos de purificacion.

Esto tiene cierto impacto en la seleccién del mejor esquema de purificacién de los
metabolitos nuevos; sin embargo, la identificacion taxondémica de los organismos
marinos es un reto y si ésta resulta incorrecta o incompleta puede causar
dificultades al momento de realizar suposiciones acerca de la quimica que un
organismo puede contener; por tanto la quimiotaxonomia, ciencia encargada de
predecir los tipos de compuestos que puede contener un organismo, no siempre

tiene éxito [20].



2.2.1.2 Purificacion de compuestos solubles en agua: efectos de un alto

contenido de agua y sales.

Existen muchas dificultades asociadas con el aislamiento y purificacion de los
compuestos altamente solubles en agua; debido a que éstos son extremadamente
polares, se necesita utilizar un medio acuoso o bien disolventes muy polares como
el metanol para realizar la extraccion. En el caso de disoluciones acuosas, un
problema inevitable es el crecimiento bacteriano y fungico, el cual frecuentemente
degrada los compuestos activos o bien genera falsos positivos en los bioensayos
debido a las endotoxinas producidas por los microorganismos. La concentracion
de extractos acuosos también genera problemas, dado que se requiere una alta
temperatura para evaporar el agua. Por otro lado, también es importante
mencionar que los extractos acuosos contienen de manera frecuente agentes
surfactantes, los cuales pueden causar burbujeo durante el proceso de
concentracion [20].

La abundancia de sales contenidas en el agua de mar de los extractos acuosos
dificulta el proceso de extraccion y fraccionamiento, ocasionando en la mayoria de

los casos la necesidad de utilizar soluciones amortiguadoras.
2.2.1.3 Cantidades pequefias de metabolitos.

Otra importante limitacion de los métodos actuales es que la mayoria de los
productos naturales marinos existen en muestras que son demasiado pequefas
para la industria quimica y farmacéutica.

Por ejemplo, la cantidad limite para realizar una técnica quimica comun para el
descubrimiento de compuestos bioactivos es de aproximadamente 10 pg. Sin
embargo, esta cantidad de material no se aproxima a la requerida para la
generacion de farmacos o estudios bioldgicos [21].

La presencia de un metabolito muy potente en cantidades pequefias puede
complicar el proceso de extraccion y aislamiento. Esto requiere una gran cantidad
del organismo en estudio para el aislamiento del metabolito activo a un nivel que
permita su posterior elucidacion estructural. Un ejemplo es el aislamiento de sélo

10.7 mg del potente macrdlido antitumoral “espongistatina 4” (Figura 2), para el
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cual se requirieron aproximadamente 2.5 toneladas de la esponja marina de
Sudafrica Spirastrella spinispirulifera ahora llamada Trachycladus spinispirulifer
(Carter, 1879). Los ensayos para reducir la biomasa de la esponja resultaron
extremadamente laboriosos y fue necesario el uso de Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (CLAR) utilizando columnas que eran casi de 3 metros de largo y
15 cm de diametro [20].

(b)

Figura 2. (a) Estructura de la espongistatina 4; (b) esponja marina de Sudéfrica Spirastrella
spinispirulifera ahora llamada Trachycladus spinispirulifer (Carter, 1879).

Otro ejemplo es el aislamiento de casi 1 mg del péptido antitumoral dolastatina 10
(Figura 3), para el cual se necesitaron aproximadamente 2 toneladas de la liebre
de mar Dolabella auricularia (Lightfoot, 1786) colectada en el Océano Indico.

La colecta dur6 casi 10 afios y el proceso de separacion fue muy dificil, incluyendo
un total de 23 pasos utilizando diversas técnicas cromatograficas. Posteriormente,
se hizo evidente que la dolastatina 10 podria ser producida por una cianobacteria

gue crece en Dolabella auricularia (Lightfoot, 1786) [20].

(@) | (b)

Figura 3. (a) Estructura de la dolastatina 10; (b) liebre de mar Dolabella auricularia (Lightfoot,
1786).
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2.2.1.4 Quiralidad de los metabolitos.

Los productos naturales marinos abarcan una gama de estructuras desde muy
simples hasta muy complejas, afortunadamente con el avance tecnolégico en la
capacidad de andlisis estructural de moléculas orgénicas, ha sido posible

determinar la estructura completa de compuestos naturales tan complejos como la

palitoxina, que cuenta con 64 centros quirales [20] (Figura 4).

OH

Figura 4. Estructura de la palitoxina, toxina aislada del zoantido Palythoa toxica, la cual presenta
una estructura compleja.

Sin embargo, la presencia de varios centros quirales, no solo en la palitoxina, sino
en la mayoria de los productos naturales marinos ha dificultado su sintesis para

realizar estudios preclinicos (fase Il y Ill) y su comercializacion.
2.2.1.5 Inestabilidad de los metabolitos.

Los extractos marinos pueden contener compuestos extremadamente labiles. La
descomposicion de éstos puede ocurrir en cualquier etapa durante el proceso de
purificacion. Factores como el calor, la luz, el aire y el pH pueden generar la
degradacion de los compuestos. Algunos materiales utilizados para la separacién
también pueden activar algun tipo de reacciones, ocasionando la desaparicion de
la actividad durante el proceso de fraccionamiento del extracto crudo [28].
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2.2.1.6 Dificultad de reabastecimiento.

La obtencidon de grandes cantidades de un compuesto natural para los estudios
preclinicos puede ser un desafio; la mayoria de ellos se han aislado de
organismos demasiado pequefos, representando un reto para la farmacologia
moderna. Si el compuesto deriva de un organismo que crece en una ubicacion
tropical remota, se pueden tener dificultades de colecta o bien pueden existir
problemas para conseguir el permiso para colectar y enviar el material de estudio;
lo cual incrementa el costo de la campana de colecta [27].

Por otro lado, los organismos pueden producir sélo cantidades pequefias del
compuesto deseado en determinadas condiciones ambientales o ecoldgicas;
dificultando el reabastecimiento, ya que no hay garantia de que un compuesto sea

encontrado en la misma especie o en el mismo lugar de un afio a otro [29].
2.2.1.7 Compuestos no visibles en laregién Ultravioleta.

La deteccion ultravioleta es la técnica preferida para el analisis de productos
naturales mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR), por su
facilidad de uso y alta sensibilidad. Sin embargo, un aspecto desfavorable de
algunos productos naturales marinos es la carencia de grupos cromoforos en UV;
tal es el caso del Prialt. Hasta hace poco la Unica alternativa para solventar este
problema, era la utilizacion del detector de indice de refraccion,
desafortunadamente este tipo de detectores se limitan a la utilizacion de eluciones
isocraticas [20].

2.3 Bioprospeccion.

El término “bioprospeccion” se refiere al proceso de busqueda de recursos
genéticos y compuestos bioquimicos potencialmente valiosos en la naturaleza.
Durante muchos afios los productos naturales y el conocimiento tradicional han
contribuido de manera importante en la busqueda de farmacos; sin embargo, la
diversidad de enfermedades han ido evolucionando y generando resistencia a los

diferentes medicamentos, por lo que la busqueda de nuevos farmacos auln

11



continla en nuestros tiempos. Las plantas y sobre todo los microorganismos
terrestres constituyen fuentes valiosas para encontrar nuevos agentes bioactivos;
sin embargo, resulta de mayor importancia explorar ambientes disponibles que

presenten una mayor diversidad molecular, como los océanos [30].

En los dltimos afos la bioprospeccion de productos naturales de origen marino ha
alcanzado una cantidad considerable de candidatos a farmacos, esto debido a la
gran biodiversidad potencial que se encuentra en las profundidades de los
océanos o en los arrecifes de coral, la cual es mucho mayor a la existente en los
bosques lluviosos. Considerando el factor de la competencia o depredacion en
este medio, muchos organismos marinos poseen mecanismos de proteccion
dependiendo de su estilo de vida, logrando desarrollar en muchos casos un
sistema de defensa quimico para poder sobrevivir [27].

Al ser liberadas en el medio marino, las toxinas o cualquier sustancia producida
por los organismos marinos al principio se encuentran en gran concentracion; sin
embargo, al migrar con las corrientes, las toxinas se van diluyendo. Para
contrarrestar este fendbmeno de dilucion muchas de las sustancias de origen
marino son muy potentes [29]. Por tanto la existencia de un gran ndmero de
productos naturales y entidades quimicas innovadoras provenientes del océano es

cada vez mas reconocida [31].
2.4 Bioprospeccion en moluscos.

Los moluscos son el segundo phylum animal mas grande en la tierra,
constituyendo aproximadamente el 7 % de los animales vivos. Actualmente,
alrededor de 52, 000 especies de moluscos marinos han sido descritas [32] y se
estima una diversidad de 100, 000 a 200, 000 especies [33]. Filogenéticamente,
los moluscos se han diversificado en siete u ocho clases: Gasteropoda, Bivalvia,
Scaphopoda, Cephalopoda, Polyplacophora, Monoplacophora, Caudofoveata y
Solenogastres. Las clases Caudofoveata y Solenogastres a menudo se combinan

en una sola clase, la clase Aplacophora [34, 35].
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Alam y Thomson en 1998 reportaron la existencia de 585 compuestos obtenidos
de tan s6lo 135 especies de moluscos marinos [36]; esto implica que la diversidad
quimica en los moluscos es superior a su diversidad de especies, aunque esta
diversidad quimica abarca muchos compuestos estructuralmente relacionados y
derivados de las mismas vias bioquimicas. Con poca frecuencia, 10s mismos
metabolitos secundarios convergen a través de las diversas clases de moluscos
[37, 38]. Blunt y colaboradores (2003) revelan que en una sola especie de molusco

se han podido aislar de dos, a un maximo de 58 compuestos [39].

A la fecha, menos del 1 % de los moluscos se han estudiado con el fin de
encontrar productos naturales; por lo que existe una necesidad de investigacion
focalizada, dirigida hacia hipétesis especificas relacionadas con los mecanismos
de defensa de los moluscos, a fin de maximizar las tasas de éxito de futuras

investigaciones [39].
2.4.1 Bioprospeccion en Cefal6podos.

Los cefalopodos, a pesar de ser una de las clases de menor importancia en
términos de la riqueza de especies, han sido objeto de varios estudios quimicos
interesantes (Con excepcion de Nautilus spp.). Estas especies son organismos
depredadores de cuerpo blando, que han perdido la proteccion de la concha como
una adaptacion a un estilo de vida pelagico activo. Su comportamiento altamente
evolucionado, el camuflaje y la capacidad de rapidos movimientos, reducen la
necesidad de productos quimicos de defensa contra los depredadores [40],
aunque la secrecion de tinta en un cefalopodo es un tipo de mecanismo de

defensa quimica [35].

A pesar de esto, siguen siendo vulnerables a los agentes patdogenos en un medio
marino microbianamente rico y por ser depredadores activos, se ven en la
necesidad de poseer glandulas de veneno para poder someter a sus presas [36].

Dado la alta diversidad de péptidos bioactivos que se encuentran en los

depredadores caenogastropodos de la familia Conidae [39, 41], el aumento en el
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esfuerzo de investigacion en los venenos y las glandulas secretoras de

cefalépodos, es probable que sea altamente gratificante.

Ademas de los venenos, una gama de otros productos naturales han sido aislados
de los cefalopodos. Estos incluyen la tinta citotdxica (tirosinasa) de la Sepia
officinalis [40], asi como los péptidos ovaricos [42], péptidos que atraen
espermatozoides [43] y un nuevo péptido cardioactivo aislado del cerebro del
pulpo Octopus vulgaris [44]. Los compuestos reportados de cefalopodos por Baker
y Murphy en 1981 son bastante simples, pero ampliamente distribuidos, tales

como aminoacidos aromaticos, noradrenalina y algunos benzoquinoles [36].

En general, a pesar de alta distribucion de los cefalépodos, la investigacion sobre

sus moléculas organicas bioactivas ha sido limitada [33].
2.5 Productos naturales aislados del veneno de cefalopodos.

El veneno es una mezcla de diferentes componentes, de los cuales derivan
diversas funciones. Los venenos animales son ricos en recursos como peéptidos y
proteinas, los cuales son utilizados para cumplir diversos roles adaptativos:
inmovilizacién, muerte o la digestion metabdlica de la presa o competidor. Otros
venenos proteicos pueden actuar de manera sinérgica para mejorar la actividad o
diseminar las toxinas. Los diferentes venenos animales poseen una maxima
efectividad hacia diferentes presas y esto se debe a los procesos de evolucién
adaptativa de los mismos; es decir, cada especie posee un veneno altamente

especializado para cierta presa [38].

La saliva secretada por los pulpos es una mezcla de diferentes sustancias
biolégicamente activas, cuya funcion es inmovilizar y paralizar a la presa unos
segundos después de ser capturada. Asimismo, esta secrecion salival contiene
enzimas hidroliticas utilizadas para realizar una pre-digestion y despegar los
musculos adheridos al caparazén del molusco 6 crustaceo. La informacion acerca
de las propiedades de la saliva permite clasificarla como: venenosa,

especialmente para crustaceos; farmacologica, con un amplio rango de
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compuestos quimicos presentes; digestiva, por la presencia de proteasas y otras

enzimas [10].

Hasta ahora se han realizado una variedad de estudios acerca de los extractos
obtenidos a partir de glandulas salivales posteriores de algunos cefalépodos. En la
Tabla 1 podemos observar los principales compuestos que se han extraido a partir

de las GSP y saliva de cefalopodos.
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Tabla 1. Lista de los principales compuestos aislados a partir de las GSP y saliva de diversos
cefalépodos (imagenes obtenidas de http://www.marinespecies.org/index.php; http://eol.org/ vy

http://lwww.arkive.org/).

Especie

Compuestos aislados

3
B

mEIedd schig '
(Lamarck, 1798)

Eledone cirrhosa
(Lamarck, 1798)
Antes:
Eledone aldrovandi
(Montfort, 1802)

Eledoisina

Pro—Ser-Lys—Asp—Ala—Phe-lle-Gly—-Leu—Met—NH,

A partir de: GSP.

Aislado por: Erspamer y Anastasi en 1962 [45].
Actividad: Propiedades hipotensoras
estimulantes del musculo liso en mamiferos.

y

Enteroctopus dofleini
(Wilker, 1910)
Antes:
Octopus dofleini
(Wilker, 1910)

Componente proteico

A partir de: GSP.
Aislado por: Songdhal y Shapiro en 1974 [46].

Actividad: ToOxico para los crustaceos, con un peso

molecular de 23, 000 + 1, 000 Da.
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http://www.marinespecies.org/index.php
http://eol.org/
http://www.arkive.org/

A o e
Octopus vulgaris
(Cuvier, 1797)

Cefalotoxina
A partir de: GSP.
Aislado por: Ghiretti en 1960 [47].
Actividad: Paralizante y letal en cangrejos (74.05%

5 proteina, es inactivada con la tripsina). Inhibe
| fuertemente la coagulacion de la sangre en
|| crustaceos 'y humanos; también modifica la
| actividad eléctrica del sistema nervioso central en
‘| los cangrejos.

Octopus vulgaris
(Cuvier, 1797)

a-y B-Cefalotoxina

A partir de: GSP (fracciones de la Cefalotoxina).
Aislado por: Cariello y Zanetti en 1977 [14].
Actividad: Glicoproteinas compuestas de un 50%
de carbohidratos y con un efecto paralizante
altamente superior a las fracciones activas extraidas
hasta ese momento. Sus pesos moleculares son 91,
200y 33, 900 Da respectivamente.

Enzimas

A partir de: GSP.

Aislado por: Morishita en 1978 [13]; Grisley y Boyle
en 1987 [13] y Nixon en 1984 [13].

Actividad: Enzimas digestivas, que causan la
hidrolisis del musculo esquelético de sus presas
(tripsina, quimotripsina y quitinasas).

Taquicininas

OctTK-I: Lys—Pro—Pro—Ser—Ser—Ser—Glu—Phe—lle—
Gly—Leu—Met—NH,

OctTK-II: Lys—Pro—Pro—Ser—Ser— Ser—Glu—Phe—
Val-Gly-Leu—Met—NH,

A partir de: Saliva.

Aislado por: Kanday colaboradores en 2003 [17].
Actividad: Inducen contracciones en el recto de
carpas e ileon del cobayo. Actian sobre
vertebrados, como los peces que suelen ser presa o
enemigos naturales de los Octopus.
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Ocug vuIris
(Cuvier, 1797)

Aminas Biogénicas y otros

Tiramina

/@/\,NHQ
HO

Aislado de: Saliva.

Aislado por: Henze en 1913 [11].

Actividad: Afecta el sistema nervioso central de los
cangrejos con efecto paralizante.

Histamina, Acetilcolinay Taurina
0]

HN \ 0 \/ ”
<\Nj\/\NH A o™ Ho’S\(\J\/\rsJH2

Aislado de: Saliva.

Aislado por: Botazzi en 1922 [12].

Actividad: Actuan en conjunto para dar origen al
efecto paralizante en cangrejos.

Octopamina, Serotonina (antes Enteramina)
OH HO

HO Wie !

Aislado de: Saliva.

Aislado por: Erspamer en 1948 [48].

Actividad: Neurotransmisores del sistema nervioso
central (SNC).

Ir=

Sepia esculenta
(Hoyle, 1885)

SE-Cefalotoxina

A partir de: GSP.

Aislado por: Ueda en 2008 [49].

Actividad: Glicoproteina capaz de provocar pérdida
de movimientos espontaneos, paralisis |y
eventualmente muerte en los cangrejos. Primera
neurotoxina de naturaleza proteica extraida de un
decapodiforme. ElI peso molecular de esta
substancia es de 100 kDa y es soluble Unicamente
en agua altamente salada.
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Sepia latimanus
(Quoy & Gaimard, 1832)

Proteina PLA2

1| A partir de: GSP.

Aislado por: Fry y colaboradores en 2009 [18].
Actividad: Fosfolipasa tipo A2, con un peso
molecular de 22 121 Da.

apalochlaena fasciat
(Hoyle, 1886)

| Haplochlaena lunulata
(Quoy & Gaimard, 1832)

I3 W Tt 28R
Hapalochlaena maculosa
(Hoyle, 1883)

Tetrodotoxina

A partir de: GSP y otros érganos.

Aislado por: Sheumack y colaboradores en 1978
[16].

Actividad: Potente neurotdoxina (alcaloide), fatal
para el humano (causa paralisis, dificultad para
respirar y por dltimo la muerte).

Proteina CAP

A partir de: GSP.

Aislado por: Fry y colaboradores en 2009 [18].
Actividad: Desconocida, se aisl6 Unicamente de
Hapalochlaena maculosa.
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Octopus kaurna
(Stranks, 1990)

Quitinasa

A partir de: GSP.
Aislado por: Fry y colaboradores en 2009 [18].
Actividad: Enzimatica.

Taquicinina

OctTK-III: Asp—Pro—Pro—Ser—Asp—Asp—Glu—Phe—
Val-Ser-Leu—Met—NH,

A partir de: GSP.

Aislado por: Fry y colaboradores en 2009 [18].
Actividad: Induce contracciones en tejidos de
vertebrados e invertebrados. Mas potente que la
OctTK-l y la OctTK-II.

ARKive

Sepia officinalis
(Linnaeus, 1758)

Enzimas

A partir de: Saliva.

Aislado por: Hanlon y Forsythe en 1985 [50].

Actividad: Conjunto de compuestos tales como:
dopamina, serotonina, toxinas, enzimas proteoliticas
y quitinasas; es probable que al menos dos de éstas
Ultimas sean responsables de la separacion del
musculo adjunto al esqueleto de la presa.

2.6 El pulpo rojo de Yucatan Octopus maya.

2.6.1 Importancia de la especie.

El pulpo rojo Octopus maya es una especie endémica y uno de los recursos

pesqueros mas importantes de la Peninsula de Yucatan [4, 5, 6, 7]. Se considera

que constituye una sola poblacién debido a la inexistencia de barreras fisicas y/o

bioldgicas que pudieran impedir el intercambio genético entre los individuos en su

zona de distribucion [51].

La captura del pulpo en la peninsula de Yucatan (que incluye dos especies, O.

vulgaris y O. maya) ocupa el quinto lugar a nivel nacional y es la cuarta pesqueria
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mas importante en el Golfo de México y el Caribe. EI 70 % de la produccion
nacional proviene de Yucatén [52].

La pesqueria de pulpo rojo se desarrollo a partir de 1949 [53] y su valor comercial
ha motivado al incremento de flotas pesqueras en toda la region donde se
distribuye. En el periodo 1998-2006, se registraron capturas a nivel nacional de
16, 000 a 24, 000 toneladas [54].

Estudios previos han demostrado que existe una mayor concentracion de O. maya
en el estado de Campeche, principalmente entre Champoton y la ciudad de
Campeche; esta zona tiene fondos mixtos con abundante vegetacion y zonas de

refugio para las poblaciones [55].

La produccion pesquera de O. maya se ha mantenido estable gracias a los
programas que controlan la pesca ilegal en las épocas de reproduccion.
Desafortunadamente en los udltimos afios la Peninsula de Yucatan ha
experimentado una migracion masiva de personas procedentes del campo hacia la
costa y esto ha provocado un aumento en la cantidad de pescadores en la zona
costera, con el consecuente incremento en el esfuerzo de captura sobre los
recursos pesqueros, incluyendo la del pulpo rojo O. maya. Estudios indican que
cuando las poblaciones marinas se encuentran bajo un periodo de explotacion
pesquera, se afecta su abundancia, se vuelven mas susceptibles a las
enfermedades y suelen disminuir las tallas en las cuales se refleja la madurez

reproductiva [56].

Afortunadamente estudios recientes han demostrado que O. maya posee un alto
potencial para la acuacultura dadas sus caracteristicas de adaptabilidad a las
condiciones en cautiverio [7, 57]. El ciclo de vida para O. maya fue determinado
entre 8 a 12 meses [58] y de 9 a 10 meses, para temperaturas de cultivo entre 25y
30 °C [7, 57, 59]. El desarrollo embrionario para esta especie varia de 50 a 65 dias
en el medio natural [60].
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2.6.2 Descripcion de la especie.

2.6.2.1 Ubicacion taxonémica del pulpo Octopus maya.

Reino: Animalia
Phylum: Mollusca
Clase: Cephalopoda (Cuvier, 1979)

Subclase: Coleoidea (Bather, 1888)

Superorden: | Octobrachia (Young y asociados, 1998)

Orden: Octopoda (Leach, 1818)

Suborden: Incirrina (Grimpe, 1916)

Familia Octopodidae (Orbigny, 1840)
Género Octupus (Cuvier, 1797)
Especie: Octopus maya (Voss y Solis-Ramirez, 1966)

2.6.2.2 Distribucion geografica.

El pulpo rojo Octopus maya presenta una distribucién estrecha que cubre desde
Ciudad del Carmen, Campeche, a Isla Mujeres, Q. Roo (México) [61, 62] (Figura
5).

QUINTANA ROO

Figura 5. Distribucién geogréfica de Octopus maya.
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Es una especie que habita en aguas someras de la plataforma continental de
Yucatan, a una profundidad méaxima de 32 brazas. Su hébitat principal son las
zonas donde pueden encontrar cuevas para desovar y esconderse de los
depredadores. Ocupan fondos lodosos o calcareos, con escondites ocasionales, e
inclusive pueden ser encontrados en las praderas de pastos marinos formados
principalmente por Thalassia testudinum, en conchas vacias de moluscos
gasteropodos (Strombus gigas, Strombus costatus y Pleuroploca gigantea) y

cuevas existentes en la loza carstica del fondo o entre rocas coralinas [61].

2.6.2.3 Descripcioén general.

El pulpo Octopus maya (Figura 6) se caracteriza por tener un cuerpo blando con
un cerebro bien desarrollado y ocho brazos que estan conectados entre si por una
membrana llamada umbrela. Cada brazo posee dos filas de ventosas; el nimero y
disposicion de las ventosas es un caracter taxonémico importante. Como en los
vertebrados, los dos ojos grandes y complejos tienen cristalino, lo que le
proporciona una vision aguda. Estos animales pueden cambiar el color y la textura
de su piel ya que ésta consta de numerosas células con pigmentos (cromatéforos,
iridéforos y leucéforos) responsables de la coloracion y de los cambios de color.
Pasan gran parte de su vida escondiéndose, pueden crecer hasta casi 1 m de
largo; son animales de los fondos, por los que se desplazan con ayuda de sus
brazos, pero en caso de peligro pueden desplazarse mediante la expulsion de
agua a través de la cavidad respiratoria, la cual pueden orientar en diversas
direcciones [63, 64, 65, 66, 67].

El rasgo que caracteriza a O. maya es la presencia de ocelos debajo de los ojos
entre el segundo y tercer brazo; este pulpo es una especie que produce huevos
grandes de desarrollo directo y segun Voss y Solis-Ramirez (1966) posee de los
mayores huevos de entre todas las especies de pulpo, pudiendo llegar a los 17
mm de largo [6]. Esto hace que sea una de las especies con mas alto potencial

para la acuacultura.
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3 N
Figura 6. Ejemplar del pulpo rojo Octopus maya.

2.6.2.4 Estrategia de alimentacion.

En general los cefalopodos poseen adaptaciones morfoldgicas para la captura de
Su presa, las cuales pueden clasificarse como: brazos y tentaculos, boca y masa
bucal e intestino. La combinacion de los brazos musculosos y las fuertes ventosas
permiten que el octépodo pueda aplicar fuerzas de traccion para controlar y
capturar a sus presas. Por otro lado, las ventosas fungen un papel importante
como un sistema quimiotactil para la basqueda de alimento durante sus capturas
[68].

Otra de las adaptaciones pertenecientes a los octépodos como predadores es la
masa bucal, estructura compleja que comprende el pico y sus musculos
asociados, la radula, la papila salivar, las glandulas salivales y sus respectivos
ductos, asi como la glandula mandibular; esta masa esta situada en la parte frontal

del cerebro, justo en el centro de los tentaculos [69].

El pico es un 6rgano quitinoso de musculatura masiva mientras que la radula se
trata de una cinta que comprende dientes quitinosos; ésta realiza movimientos
sucesivos analogos a los de una lima, cuya forma de funcionar ain no ha sido
deducida; sin embargo se sabe que en general lleva la comida a través del
es6fago y en algunos octopodos esta involucrada en las etapas iniciales de
perforacion de agujeros en las conchas de moluscos o exoesqueleto en el caso de

crustaceos (Figura 7).
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Otra estructura encontrada en la masa bucal es la papila salivar (segunda radula);
se sabe que la papila salivar es el érgano perforador esencial, el cual lleva las
secreciones de las glandulas salivales posteriores (GSP) y las inyecta en el sitio
perforado [70].

Las glandulas salivales posteriores, también consideradas como las glandulas
venenosas contienen una mezcla de diversos compuestos toxicos. Estas al estar
situadas detras de la masa bucal, su secrecion (saliva) es transportada a través de
unos ductos musculares, hacia un canal terminal en comun, el cual se abre cerca

del extremo de la papila salival, junto a la cavidad bucal [18] (Figura 7).

(b)

Figura 7. (a) Esquema de la fisiologia de la masa bucal de un cefalépodo (modificado de Fry et al.,
2009 [18]); (b) fotografias (lateral y superior) del extremo anterior de la masa bucal del pulpo
Eledone cirrhosa (modificado de Runham et al., 1997 [71]).

El Octopus maya es un depredador carnivoro y su alimentacidon se basa
principalmente en crustaceos, aunque también consume algunos peces Yy
moluscos; es considerado depredador generalista, mas sin embargo su dieta en
ocasiones esta dominada por dos o tres especies Unicamente. Mather en 1991 los

clasific6 como “generalistas especializados” [69, 72].

Respecto a la eleccidon de sus presas, en especifico los moluscos y crustaceos
representan un problema para los pulpos, dado que el acceso a sus tejidos esta
protegido por una concha fuertemente calcificada (moluscos) y un exoesqueleto
quitinoso (crustaceos); por tanto surge asi la necesidad de primero inmovilizar a su

presa activa y agresiva, para poder alimentarse de ella [70, 71].

25




La estrategia de alimentacion del pulpo Octopus maya con respecto a los
moluscos y crustaceos, es similar a otras especies de octopodos; se sabe que
ésta involucra la manipulacién de la presa, particularmente con la perforacion de
un agujero en la concha y en el ojo 6 membrana artrodial de un crustaceo [73]. Se
ha reportado que la realizacion del agujero anteriormente mencionado ocurre por
la accion conjunta de la radula y la papila salivar. La operacibn mecanica es
optimizada mediante la secrecion de saliva proveniente de las glandulas salivales
posteriores la cual actia quimica y enzimaticamente para debilitar las conchas
[71]. Estudios recientes realizados en O. maya han demostrado que la ingestion
de alimento ocurre 60 min después de que el pulpo ha capturado a la presa,
iniciando el proceso digestivo [74].

Una vez que el agujero es completado, el pulpo inyecta (mediante el ducto
conectado a la papila salival) un céctel de toxinas y enzimas hidroliticas: el agente
toxico paralizante induce la relajacion de la presa, dando tiempo para que las
enzimas contenidas en la saliva causen el desprendimiento de los musculos
adjuntos al esqueleto y el pulpo pueda removerlos del caparazén para asi tener
acceso al tejido muscular y visceras del endoesqueleto. En muchos casos un
pulpo podria ser capaz de dominar y desmembrar un crustaceo usando la fuerza
fisica, sin embargo, la falta de una pre-digestion realizada por la saliva, reduce la

eficiencia de su alimentacion [73].

En el caso del pulpo Eledone cirrhosa se sabe que durante su mecanismo de
depredacion, el crustdceo muestra signos de paralisis después de 1 minuto; efecto
gue se vuelve irreversible con 3 minutos acontecidos; el proceso de perforacion
por parte del pulpo se completa 9 minutos después del ataque y es hasta que han
transcurrido 40 minutos cuando la ingestion del tejido de la presa inicia, por parte
de este cefalopodo. La pardlisis inicial se debe a la toxina salival inyectada,
mientras que la digestién de los musculos es provocada por enzimas digestivas
[75]. Se conoce también que la perforacion puede realizarse en la superficie
corneal del ojo o bien en el caparazon del crustaceo como vias para la entrada de

la saliva [71].
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3.0 JUSTIFICACION.

La investigacion de los productos naturales de origen marino, en especifico el
aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios extraidos de moluscos
marinos, es incipiente, pero aun asi se han descubierto una gran diversidad de
componentes con posible aplicacién farmacolégica. El pulpo rojo (Octopus maya)
es un molusco endémico de la Peninsula de Yucatan y que actualmente constituye
el quinto lugar en recursos pesqueros nacionales. Sin embargo, en lltimas fechas
se ha reducido su captura, debido a problemas de sobreexplotacion, mareas rojas,
entre otros fendmenos. Un avance importante para atender esta problemética es
la acuacultura, estrategia que se ha desarrollado exitosamente, donde inclusive ya
se puede contar con organismos recién eclosionados. Desafortunadamente, gran
parte de la biologia de este organismo se encuentra sin estudiar, por ejemplo,
parte de sus estrategias de alimentacion y los mecanismos por los cuales ataca y
paraliza a sus victimas.

Ahora bien, esta disminucién en las capturas no solo ocurre a nivel local, sino a
nivel internacional, lo cual ha llevado a utilizar estrategias que ayuden en la
utilizacion eficiente de los recursos capturados. En el caso del pulpo rojo de
Yucatan, se utliza el 85 % de lo capturado, sin embargo, el 15 %
(aproximadamente 1,100 Toneladas de visceras) es lanzado al mar o confinado en
un basurero. Dentro de estas visceras, se encuentran las glandulas salivales
posteriores; donde se produce la saliva, la cual ha demostrado ser vital en la
mayoria de los octdépodos, ya que muchos de ellos la utilizan para paralizar y
matar a sus presas. De otras especies de cefalépodos, se han aislado moléculas
de las glandulas salivales posteriores para su empleo como herramientas
farmacolbgicas o medicamentos; por ejemplo, la Eledoisina (polipéptido aislado
del pulpo Eledona moschata) se ha utilizado como antihipertensivo o en
oftalmologia como agente lacrimdgeno. Por lo tanto, el presente proyecto pretende
buscar compuesto(s) bioactivo(s) de los subproductos de la pesqueria del pulpo

rojo de Yucatan.
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4.0 HIPOTESIS.

Existe una fraccion con actividad neurotoxica presente en la saliva de las
glandulas salivales posteriores del pulpo rojo Octopus maya con posible aplicacion

farmacoldgica humana y cuyos efectos son evidentes en sus presas.
5.0 OBJETIVOS.
5.1 Objetivo general.

Aislar, purificar y determinar la naturaleza quimica de los compuestos bioactivos

presentes en las glandulas salivales posteriores del pulpo Octopus maya.

5.2 Objetivos especificos.

- Generar el extracto acuoso de las glandulas salivales posteriores colectadas en

condiciones de pesqueria del pulpo rojo de Yucatan.

- Separar los compuestos activos presentes en el extracto acuoso mediante un

esquema de separacion biodirigida, empleando técnicas cromatograficas.

- Evaluar la actividad biolégica de los extractos y fracciones generados, en

bioensayos.

- Determinar la naturaleza quimica de los compuestos aislados por métodos
espectrométricos (LC-MS-MALDI-TOF Y LC-MS-ESI).
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6.0 METODOLOGIA.

6.1 Materiales.

Los disolventes y reactivos utilizados en todos los casos fueron grado RA

(Reactivo Analitico) y los disolventes para CLAR fueron grado HPLC.

6.2 Instrumentacion.

6.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).

En cuanto al analisis mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR,

HPLC en inglés) se utilizaron dos equipos:

1.- Un sistema cromatografico Polaris 211 (Varian, Inc., USA), con dos bombas
211, inyector automético 410, colector de fracciones 701, acoplado a dos
detectores: un Detector Evaporativo de Difraccion de Luz (DELD, 6 ELSD en

inglés) y un detector Ultravioleta (UV). Se emplearon tres métodos diferentes:

Pulpo 1 analitico: se utilizé6 una columna LUNA (C18, fase reversa, Phenomenex,
Inc., USA). Como fase mavil agua (A): acetonitrilo (B), en un gradiente de 0 a 15 %
B en 8 minutos y de 15 a 35 % B en 25 minutos, para regresar a la condicion
inicial 5 minutos después (100 % A). Detector de U.V. a 215 nm.

PulpoFr4_desarrollo3: se utilizd6 una columna LUNA (C18, fase reversa,
Phenomenex, Inc., USA). Como fase movil agua: acetonitrilo, en un gradiente de 0O
a 18 % de acetonitrilo en un tiempo de 20 minutos de andlisis. Detector de U.V. a
215 nm.

Para los métodos anteriores se emplearon 2 condiciones:

Condiciones analiticas: se utilizé6 una columna LUNA (250 X 4.6 mm, tamafo de
particula 5 pm). Para el detector DELD: Temperatura de Nebulizacion = 40 °C,
Temperatura de Evaporacion = 70 °C, Flujo de nitrégeno = 1.0 mL/min y se

inyectaron 25 L del extracto 6 fraccién (1 pg/pL).
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Condiciones semipreparativas: se utiliz6 una columna LUNA (250 x 10.0 mm,
tamafio de particula 10 um). Para el detector DELD: Temperatura de Nebulizacion
= 40 °C, Temperatura de Evaporacion = 70 °C, Flujo de nitrégeno = 3.0 mL/min y

se inyectaron 25 pL del extracto 6 fraccion (1 mg/10 pL).

aa20 full_ UV ELSD Auto original: como fase estacionaria se emplearon dos
columnas en serie: la primera fue una columna PFP fase reversa
(Pentaflourofenilo, 150 x 4.60 mm, tamafio de particula 3.6 um, Phenomenex, Inc.,
USA) unida a una columna Aeris Peptide fase reversa (XB-C18, 150 x 4.60 mm,
tamafo de particula 3.6 um, Phenomenex, Inc., USA) y como fase moévil A (agua +
0.1 % de &cido triflouracético + 0.2 % de acido heptafluorobutirico), fase moévil B
(metanol), en un gradiente de 0 a 45 % de B. Para el detector DELD: Temperatura
de Nebulizacién = 40 °C, Temperatura de Evaporacion = 70 °C, Flujo de nitrégeno
= 2.5 mL/min. En condiciones analiticas se inyectaron 25 pL de la muestra (5

mg/mL).

2.- Sistema cromatografico Waters 1525 (Waters Inc., USA) con dos bombas
1525, inyector manual, horno para columnas, desgasificador en linea, acoplado a
dos detectores: un detector de flourescencia de onda multiple Waters 2475 y un

detector Ultravioleta 2472 (UV). Se emple6 una sola metodologia.

AccQ-TAG de Waters: utilizando como fase estacionaria una columna AccQ-TAG
(3.9 x 150 mm, tamafio de particula 4 um, Waters Inc., USA) y como fase mévil A
(eluente A: agua, 1:10 v/v): fase movil B (acetonitrilo: agua, 60:40 v/v) en un
tiempo de 40 minutos de analisis. Deteccion: detector de fluorescencia de onda
multiple Waters 2475, Agxc = 250 nm Yy Aemss = 395 nm y Detector de U.V. a 215

nm. En condiciones analiticas se inyectaron 25 puL de muestra (1 pg/uL).

6.2.2 Cromatografia de Liguidos acoplada a Espectrometria de Masas (LC-
MS).

Respecto a los analisis espectrométricos se utiliz6 un Cromatografo de Liquidos

modelo ACQUITY, marca Waters acoplado a un Espectrometro de Masas modelo
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Synapt GS-2, marca Waters con un analizador de tiempo de vuelo tipo W

reflecton.

Condiciones de analisis: se utiliz6 una columna fase reversa (ACQUITY UPLC
BEH, C18, 2.1 X 100 mm, tamafio de particula 1.7 pum). Tiempo de analisis 25 min,
con un flujo de 0.3 mL por minuto y utilizando como fase mévil A: agua con 0.2 %
de acido formico y como fase movil B: acetonitrilo con 0.2 % de acido férmico,
gradiente de 0 a 18 % de B en 16 min, de 16 a 20 % de B en 4 min y de 20 al 97
% de B en 3 min; la ionizacion de la muestra se realizé por el método de
electrospray (ESI): Temperatura de la camara de ionizacion: 100 °C, Voltaje del
capilar: 3.00 kV, Deteccion de iones: Positivos, Intervalo de masas: 50-2500 m/z
Resolucion: 20,000.

6.2.3 Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (GC-MS).

Para estos estudios, se empled un Cromatografo de Gases Agilent Technologies
6850 Network, con Detector de Masas 5975B-VL. Se utilizé una columna Zebron
ZB-5MSi de Phenomenex, de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro interno y
0.25 um de grosor de pelicula. Las condiciones para el analisis fueron :
Temperatura inicial del horno 50 °C en 1 min, incremento de 15 °C hasta 350 °C
durante 4 min, Temperatura del inyector 350 °C, Modo de inyeccién Split, razén de
split 50:1 inyeccion manual, Volumen de inyeccion 1 pL, Gas acarreador Helio,
Temperatura de la linea de transferencia 290 °C. Espectrometro de masas, modo
de analisis, deteccion en modo de barrido total del espectro (SCAN) de 50 a 550

m/z.

Los datos obtenidos del espectro de masas se compararon mediante el programa
The NIST Mass Spectral Program, a través de la base de datos Agilent
Technologies Wiley Registry 7th Edition with NIST 05 MS Spectra Revision
D.05.01.
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6.3 Area de colecta.

Las Glandulas Salivales Posteriores (GSP) se colectaron manualmente de pulpos
(ambos sexos) que ingresaron a la Sociedad Cooperativa “Tigres del Mar,” S. A.
de C. V. en el puerto de abrigo de Sisal, Yucatan, producto de la pesca riberefia
en la costa Yucateca. El area de pesca abarca desde la localidad conocida como
la Bocana (la carbonera) hasta Celestun (Figura 8). Los pulpos fueron capturados
mediante el arte de pesca artesanal conocido como "jimba y gareteo" (Figura 9),
técnica sustentable y conservativa, ya que las hembras en estado reproductivo no

son capturadas, lo que permite la conservacion de la especie.

Google
X

Figura 8. Area relativa de pesca artesanal del pulpo Octopus maya, asignada a los pescadores de
la Cooperativa “Tigres del Mar” en Sisal, Yucatan.
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DIRECCION DEL VIENTO

Figura 9. Esquema de la técnica del arte de pesca artesanal “Jimba y Gareteo”.

6.4 Colecta de las Glandulas Salivales Posteriores (GSP) del pulpo Octopus

maya.

Las GSP (2, 000 pares) se colectaron manualmente de pulpos que ingresaron a la
cooperativa e inmediatamente se introdujeron a frascos color ambar previamente
pesados, seguidamente los frascos fueron rotulados con el peso de las muestras
colectadas y se colocaron dentro de una nevera con hielo, para posteriormente
trasladarlos al laboratorio de Bioprospeccion Costera en la Unidad de Quimica en
Sisal y conservarlos a -70 °C en un ultracongelador (REVCO, Thermo-Science,
USA) hasta el dia de preparacion del extracto crudo [16, 17, 18].

6.5 Extracciéon acuosa de las GSP del pulpo Octopus maya.

Una vez congeladas las GSP se liofilizaron a —-45 °C y 0.2 mBar [76].
Posteriormente se trituraron en un mortero de porcelana y se extrajo con agua
bidestilada (1:20 p/v) [16, 17]. Inmediatamente la solucion fue trasvasada a tubos
Falcon y se centrifugo uniformemente (3857 rcf / 20 min / 23 °C); se colecto el
sobrenadante, se congel6 a -70 °C en un ultracongelador y posteriormente se

liofilizo.
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Ya liofilizado, el sobrenadante se tritur6 y se disolvido en la minima cantidad de
agua bidestilada posible (400 mL); la solucion se trasladdé a tubos Falcon y se
centrifugé nuevamente (3857 rcf / 20 min / 23 °C) para recuperar el sobrenadante

(extracto crudo) [17].

6.6 Obtencidn de la fraccion metabdlica (F1_1) y neurotdxica (F1_2) a partir
del extracto crudo de las GSP del pulpo Octopus maya mediante

ultrafiltracion.

El extracto crudo de las GSP redisuelto en agua bidestilada, se separo en dos
fracciones de diferente peso molecular utilizando membranas de ultrafiltracién con
un tamano de corte de 3 kDa y 15 mL de volumen (Amicon, Ultracel, 3000 MWCO
Milipore). Las membranas se colocaron dentro los tubos Falcon y se centrifugo el
extracto crudo (3857 rcf / 1 h / 23 °C) hasta obtener una concentracion de 1500 pL
minimo y 6ptimo de 250 pL en la membrana. Esto permitié separar la Fraccion
Metabdlica cruda F1_1 (> 3 kDa, retenida en la membrana), de la Fraccion
Neurotoxica cruda F1_2 (< 3 kDa, filtrada en el tubo Falcon) [16, 46, 76].

Posteriormente se colect6 el filtrado (fraccidon neurotdxica cruda), se liofilizd, se
trituré y se trasvasé a un frasco ambar previamente pesado y rotulado [16]. Para
su analisis en condiciones analiticas, se procedi6é a utilizar el método de pulpo 1
analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion previamente

desarrollado en el laboratorio (pagina 29) [77].

6.6.1 Determinacion de la actividad neurotéxica mediante el bioensayo in

vivo en cangrejo fantasma (Ocypode quadrata).

Todas las fracciones obtenidas a partir de la fraccibn neurotoxica (F1_2) se
evaluaron en el bioensayo in vivo en el cangrejo fantasma (Ocypode quadrata).
Los cangrejos fueron colectados en la duna costera del puerto de Sisal Yucatan y
una vez capturados se conservaron Vvivos en un contenedor con arena para

mantenerlos lo menos estresados posible.
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En un principio se utilizaron diferentes crustaceos, desde cangrejos marinos
(maxquil (Libinia dubia), morito (Menippe spp.) y jaiba azul (Callinectes sapidus))
hasta especies semi terrestres como el cangrejo violonista (Uca spp.). En todos
los casos, fue posible determinar el efecto del extracto crudo; sin embargo la
asequibilidad y la observacion de la respuesta farmacologica fue mas evidente en

el cangrejo fantasma.

Preparacion de las fracciones a ensayar: se pesaron 10 mg de extracto o
fraccion y se diluyeron en agua inyectable para obtener soluciones con las
siguientes concentraciones 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL. Como control negativo

se procedi6 a utilizar 100 pL de agua inyectable.

Bioensayo: consistio en tomar 100 pL del extracto crudo o fraccién diluida, e
inyectarlos en el tercer pereidopodo (pata ambulatoria) del cangrejo fantasma,
observando los efectos: paralisis, relajacion, descoordinaciéon motora y muerte
[78].

6.6.2 Determinacién del intervalo de pesos moleculares de los compuestos
presentes en la fraccion neurotoxica (F1_2).

Para realizar la estimacion de los pesos moleculares, se utilizé el método de
Electroforesis en Gel de Poliacrilamida con Dodecil Sulfato Sodico (SDS-PAGE en
inglés).

Para preparar el gel se utilizaron los siguientes reactivos (Tabla 2):

Tabla 2. Reactivos para preparar el Gel de Poliacrilamida (PAGE en inglés).

Reactivo Cantidad
H,O 2.475 mL
Acrilamida-Bis 30 % 3.0 mL
Amortiguador pH 8.8 1.95 mL
Persulfato de amonio 75 pL
TEMED (N,N,N,N-tetra-metil-etilendiamina) | 3 pL
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Los reactivos se mezclaron en un matraz en el orden presentado e
inmediatamente se vertié la mezcla en el soporte (marca BioRad); seguidamente
se esper0 aproximadamente 30 minutos hasta obtener el gel. Es importante
sefalar que se empled una concentracion de 12 % de poliacrilamida, condicion
importante para la separacion en el gel [79]. Ya gelificada la mezcla, se coloco el
soporte con el gel dentro de la camara de electroforesis, la cual estaba
completamente llena de amortiguador (pH 8.8, Tris-HCI).

Para la separacion se emplearon dos concentraciones diferentes de la fraccion
neurotoxica (F1_2) (30 y 50 pg/uL), las cuales se aplicaron en pocillos del gel.
Ademas, en otro pocillo de gel se aplicé la referencia de la marca BioRad de 5, 10,
20 y 40 kDa. Para la visualizacion, a cada solucion se le adiciono 50 pL de azul de
Coomasie. Para desarrollar el gel se emplearon 80 V por 20 minutos y pasado
este tiempo se paso6 a 120 V por aproximadamente 2 horas. Al término, el gel se

sumergio en TCA al 10 % por 15 minutos para posteriormente pasarlo a tincion.

6.7 Separacion biodirigida de la fraccion neurotoxica (F1_2) por Extraccién

en Fase Solida (EFS) en cartucho de fase reversa.

Una muestra de 200 mg de la fraccidon neurotéxica se disolvio en 2 mL de agua
bidestilada y se separ6 utilizando un cartucho de extraccion en fase soélida C18-U
de fase reversa (55 um, 70 A, Strata C18-U de Phenomenex®). Primeramente se
lavé el cartucho con metanol y posteriormente se acondiciond con agua
bidestilada, seguidamente se aplic6é la muestra disuelta en 2 mL de agua
bidestilada y se eluyd con agua y mezclas de agua: acetonitrilo a una velocidad

moderada y constante, de acuerdo con la Tabla 3.

36



Tabla 3. Fracciones obtenidas de la separacion de la fraccion neurotoxica F1_2, en cartucho C18-

u.
., . . mL
Fraccion Elucion correspondiente adicionados I
Muestra 2

F2 1 H>,O 100 % 5
HzO:ACCN

F2_2 90:10 % S
HzO:ACCN

F2_3 80:20 % S .
HzO:ACCN -

F2_4 50:50 % S e

Todas las fracciones colectadas se llevaron a sequedad en un rotaevaporador
(BUCHI R-215); se determiné el rendimiento y se sometieron al bioensayo in vivo

en el cangrejo fantasma (ver bioensayo, pagina 34).

6.7.1 Analisis mediante CLAR de las fracciones F2_1 (actividad paralizante) y
F2 2 (actividad relajamiento-descoordinacion motora) obtenidas de la

separacion de la fraccion neurotoxica F1_2.

Las fracciones F2_1 (naturaleza polar) y F2_2 (naturaleza medianamente polar)
fueron analizadas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR), en
condiciones analiticas utilizando el método PulpoFr4_desarrollo3 previamente

desarrollado en el laboratorio (pagina 29) [77].

6.7.1.1 Determinacién del perfil total de aminoacidos presentes en la fraccion

F2 2 (actividad relajamiento-descoordinacién motora).

La fraccion F2_2 fue sometida a hidrolisis acida y basica para el analisis de

aminoéacidos por el método Pico-tag de Waters.

Hidrolisis 4cida por el método de Pico-tag: se pes6 1 mg de la fraccion F2_2 en
un vial, el cual fue transferido a un reactor Pico-tag, luego se adicioné 1 mL de
acido clorhidrico (HCI) 6 N), se cerré el reactor y se introdujo a la estacion de
calentamiento de Pico-tag a 106 °C por 18 horas.
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Hidrolisis basica por el método de Pico-tag: de manera analoga se peso 1 mg
de la fraccion F2_2 en un vial, al cual se adicion6 1 mL de hidréxido de sodio
(NaOH) 4 N y el vial sin tapa fue introducido al reactor del Pico-tag, el cual se
cerrd para introducirlo en la estacion de calentamiento de Pico-tag a 100 °C por 7

horas bajo atmosfera de nitrégeno.

Una vez finalizada la hidrolisis acida y basica de la fraccion F2_2, cada una fue
diluida en 500 pL de agua grado HPLC vy filtrada utilizando filtros Acrodisc de disco
(GHP, 13 mm, 0.45 um esterilizados) para su posterior derivatizacion con el Kit de

derivatizacion AccQ*Fluor Reagent Kit de Waters.

Preparaciéon del agente derivatizante: para visualizar y cuantificar a los
aminoécidos presentes en la fraccion F2_2 mediante el detector de flouresencia,
se utiliz6 el agente derivatizante  6-aminoquinolil-N-carbamato  de
hidroxisuccinimidilo (AQC) el cual se disolvié en 1 mL de acetonitrilo, se agité por

10 segundos y se colocé en un calentador de bloques a 55 °C por 10 minutos.

Derivatizacion de la muestra: se tomé 10 mL de la fraccion F2 2 y se le
afnadieron 70 pL del amortiguador de boratos (2C, AQC Flour Reagent Kit) y 20 pL
del AQC. Se agitd la mezcla por 10 segundos y se esperé 1 minuto a temperatura
ambiente; seguidamente se coloco en un calentador de bloques a 55 °C por 10

minutos.

Andlisis de la muestra: se obtuvo el perfil total de aminoacidos de las fracciones
derivatizadas mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)
utilizando el método de AccQ-TAG de Waters (pagina 30). Se utiliz6 como
Estandar interno 100 pmol de acido 2-aminobutirico (AABA 2.5 mM, 40 uL en
960 uL de agua).
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6.7.1.2 Determinacion del perfil total de aminoacidos libres presentes en la

fraccion F2_1 (actividad paralizante).

Para la obtencion del aminograma de la fracciéon F2_1 se pesaron 10 mg de la
fraccion liofilizada y se dosolvieron en 1 mL de agua grado HPLC, luego se realizd
una dilucion 1:10, para tomar 10 mL de la solucién y someterla al analisis del perfil

de aminoacidos de acuerdo al método de AccQ-TAG de Waters (seccion previa).

6.8 Separacion biodirigida de la fraccion causante de la actividad
relajamiento-descoordinacion motora (F2_2) en cartucho de intercambio

catidnico fuerte.

Una muestra de 100 mg de la fraccién F2_2 (H,O: AcCN 90:10 %) se disolvi6é en 2
mL de agua bidestilada y se separ6 utilizando un cartucho de intercambio
cationico fuerte (SXC-Strata de Phenomenex®), previamente lavado con metanol y
acondicionado con 10 % de acido triflouracético (TFA) en agua; seguidamente se

eluyé de acuerdo con la Tabla 4.

Tabla 4. Fracciones obtenidas de la separaciéon de la fraccion con actividad relajamiento-
descoordinacion motora F2_2, en cartucho cationico fuerte.

Fraccién Elucion mL
correspondiente adicionados

Muestra 2

F2 2 1 H,O:TFA 90:10 5

F2 2 2 HCI 0.1 N en H,0 5

F2 2 3 HCI 0.1 N en MeOH 5

F2_.2 4 | 1% NH4;OH en MeOH 5

F2.2 5 | 2% NH;OH en MeOH 5

Todas las fracciones colectadas se llevaron a sequedad utilizando un
rotaevaporador (BUCHI R-215); se determino el rendimiento y se sometieron al
bioensayo in vivo en el cangrejo fantasma (ver bioensayo, pagina 34). Para
determinar la complejidad de las fracciones activas, éstas se analizaron mediante
CLAR en el mismo sistema y condiciones utilizados para la fraccion F2_2 (pagina
37).
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6.8.1 Aislamiento del neuropéptido presente en la fraccion causante de la
actividad relajamiento-descoordinacién motora (F2_2_5) mediante CLAR

semipreparativa.

Para aislar al neuropéptido presente en la fraccion causante de la actividad
relajamiento-descoordinacion motora (F2_2_5) obtenida de la separacion por EFS
en cartucho catiénico fuerte, se procedié a generar una solucioén de la muestra (10
mg / 100 pL) la cual fue inyectada (25 pL por inyeccion) en un sistema de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion CLAR utilizando el método
PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones semipreparativas (pagina 30). Se colecto el

pico correspondiente a los tiempos de retencion de 17 a 18 min.

Una vez aislado el neuropéptido, se procedié a determinar su perfil total de
aminoacidos en el mismo sistema y condiciones utilizados para la fracciéon F2_2

(pagina 37).

6.8.2 Determinacion de la secuencia del neuropéptido presente en la fraccién
(F2_2_5) mediante LC-MS.

El neuropéptido aislado fue sometido a secuenciacién de novo mediante la técnica
de LC-MS-ESI (Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de Masas-
lonizacién por Electrospray) [16]. Utilizando el equipo en la Unidad de Servicios
Especializados de Apoyo a la Investigacion de la Facultad de Quimica-UNAM, en

México, D.F. (ver instrumentacion para condiciones de andlisis, pagina 30).

6.9 Estudio comparativo de la saliva generada in vivo con respecto del
extracto generado mediante la extraccién acuosa de las GSP en condiciones

de pesqueria.
6.9.1 Extraccién de la saliva in vivo.

Captura y mantenimiento de los pulpos: Se colectaron un total de 25
organismos del medio silvestre, los cuales fueron capturados mediante el arte de

pesca tradicional “jimba y gareteo”, empleando como carnada jaiba azul
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(Callinectes sapidus), del puerto de Sisal, Yucatan, de acuerdo al area de

muestreo (Figura 8).

Los pulpos capturados fueron mantenidos en un tanque de 200 L, con agua de
mar, con recambio de agua constantemente (1 hora aproximadamente) hasta el
momento del desembarco. Posteriormente, se trasladaron al éarea de los
estanques de pulpo de la Unidad Académica Sisal (UA-S), donde fueron
colocados individualmente en tanques de 80 L, con un sistema de aireacion
constante y flujo de agua con las siguientes condiciones: temperatura de 24.65-
29.23 °C, salinidad de 35.7-35.8 %o, oxigeno 4.93-5.23 mg/L y pH 7.6-7.7 [7, 57].

Diseccion de las glandulas salivales posteriores: El pulpo fue sedado en un
bafio de agua con hielo hasta la insensibilizacion del organismo (30-40 minutos);
luego se colocd en una charola de diseccion acondicionada con hielo en la parte
inferior y se procedié a realizar un corte del manto del pulpo dorsalmente;
posteriormente se abrié la envoltura visceral para dejar al descubierto a todos los
organos internos, e inmediatamente se cortaron el eséfago y el seno venoso que
se encuentran por encima de las GSP; una vez localizadas las GSP estas se
liberaron cuidadosamente de sus cuatro arterias a las cuales se encuentran
sujetas, dos arterias conectadas al 6rgano llamado estomago anterior (Crop) y las

otras dos con conexion a la masa bucal [13].

Por ultimo se cortd el conducto comun que lleva la saliva a la papila salival y se
estimulé con un par de cables conductores de energia unidos a una bateria de 9
V. La secrecion fue colectada en viales y conservada en un ultracongelador a — 70
°C. El procedimiento se realizé con los pulpos restantes, a fin de colectar al menos

2 mL de saliva, guardando toda la saliva en un solo vial.

6.9.2 Separacion y comparacion del extracto neurotoxico obtenido a partir de

las GSP versus el obtenido a partir de la saliva in vivo.

Una vez obtenida la saliva in vivo, fue diluida en 3 mL de agua bidestilada y
posteriormente pasada a través de una membrana Amicon Milipore con un tamafio

de corte de 3 kDa; dicha membrana se coloco dentro los tubos Falcon y se
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centrifugo (3857 rcf / 1 h / 23 °C) hasta obtener un volumen de 250 pL en la parte
superior de la membrana. El filtrado fue colectado (fraccién neurotéxica < 3 kDa),
congelado en un ultracongelador a -70 °C y liofilizado nuevamente.

Una vez conseguida la fraccién neurotoxica (< 3 kDa), se pesaron 150 mg y se
disolvié en 2 mL de agua bidestilada. La solucion se aplico en un cartucho Strata
C18-U de fase reversa (55 um, 70 A, Phenomenex®); seguidamente la fraccion
F2_ 2 adquirida a partir del cartucho Strata C18-U se eluyé en un cartucho de
intercambio catiénico fuerte (SXC-Strata de Phenomenex®) hasta obtener la

fraccion F2_2_5 (para ambos cartuchos se determinaron los rendimientos).

La fraccion F2_1 adquirida de la eluciéon con agua en el cartucho Strata C18-U y la
fraccion F2_2 5 obtenida de la elucién con 2 % NH4OH en MeOH en el cartucho
de intercambio catiénico fuerte se congelaron en un ultracongelador a -70 °C y se
liofilizaron (-45 °C, 0.2 mBar).

Seguidamente las fracciones anteriores obtenidas partir de la saliva in vivo fueron
sometidas al bioensayo neurotoxico para determinar su actividad (ver bioensayo,
pagina 34). También fueron analizadas para conocer su complejidad mediante el
sistema CLAR y comparadas con las fracciones obtenidas a partir de las GSP bajo

las mismas condiciones.

42



7.0 RESULTADOS.

Las GSP obtenidas en condiciones de la pesqueria se inspeccionaron para ver su
integridad y coloracion. En general todas las GSP presentaron una coloracion
amarilla ocre y una buena integridad del 6rgano. Las GSP se liofilizaron, molieron
y como la saliva es un fluido acuoso, se decidi6 utilizar agua como disolvente de
extraccion. El extracto crudo al ser sometido al bioensayo in vivo en el cangrejo
fantasma, presentd la actividad esperada, el cangrejo se paraliza en 2 min y es
notorio, ya que disminuye su actividad y baja sus quelipedos (quelas o tenazas) y
en 1 minuto empieza a temblar, sus extremidades se relajan distendiéndose y

muere a los 10 minutos (Figura 10).

(c) (d)

Figura 10. Efecto del extracto crudo de las GSP. (a) Colecta de cangrejos fantasma para la
realizacion de los bioensayos. (b) Inyeccion en el tercer pereidépodo del crustaceo. (c) Control
negativo (es notoria la posicibn de ataque del cangrejo, junto con las quelas). (d) Efecto
neurotéxico del extracto crudo (13 mg de extracto / 100 pL de agua inyectable), se puede observar
la relajacion de los musculos de los apéndices, asi como la poca coordinacion del crustaceo.
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Considerando que la mayoria de las proteasas presentes en la saliva de otros
cefalopodos (entre ellos O. vulgaris) poseen un tamafio molecular entre 20-30 kDa
y que el efecto neurotdxico esta asociado con polipéptidos (pagina 4, Figura 1), se
decidié separar el extracto mediante tamafio molecular utilizando ultrafiltracion.
Asi, el extracto crudo se separ6 con una membrana Amicon de 3 kDa de corte. La
separacion resulto en dos fracciones una con moléculas de tamafio molecular

menor a 3 kDa y otra con tamafo molecular mayor a 3 kDa.

La evaluacién de estas dos fracciones en el bioensayo neurotéxico in vivo, reveld
qgue la inyeccion de la fraccion con tamafio molecular menor a 3 kDa presento el
efecto neurotdxico: movimientos rapidos de los ojos, relajacion de todas sus
extremidades, descoordinacibn motora y paralisis. Es importante sefalar que el
efecto se manifiesta en los primeros 10 segundos y el cangrejo regresa a su
estado inicial 2 horas mas tarde. El efecto de la segunda fraccion (con tamafio
mayor a 3 kDa), sOlo provoco la muerte del cangrejo, sin presentar el efecto
neurotoxico (Figura 11).

(b)

Figura 11. Efecto de los extractos de las GSP separados por la Membrana Amicon Millipore con
corte de 3 kDa. (a) Efecto neurotéxico del extracto de GSP con peso molecular menor a 3 kDa (13
mg de extracto / 100 uL agua inyectable), se puede observar la poca coordinacion del cangrejo y el
movimiento exacerbado de los ojos. (b) Muerte del cangrejo, producto del efecto del extracto con
peso molecular mayor a 3 kDa.
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7.1 Separacién de la fraccion neurotoxica (F1_2) mediante CLAR.

Se decidio utilizar la metodologia de CLAR para la separacion completa de la
fracciobn neurotdoxica mediante condiciones analiticas, muy similares a las
reportadas en la literatura y enseguida en condiciones semipreparativas [77].
Cuando se inyecto el extracto neurotoxico al sistema CLAR se obtuvo el
cromatograma correspondiente (Figura 12), donde se hizo evidente la complejidad
del extracto. En el cromatograma aparecen varias sefiales que pueden pertenecer
a un solo compuesto o a una mezcla de compuestos con la misma polaridad y por
lo tanto presentan el mismo tiempo de retencidén. Se decidié colectar 9 fracciones
en funcion del tiempo de retencién (F1 no se colectd), las cuales estan sefialadas

en el cromatograma.
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Figura 12. Cromatograma de la fraccién neurotdxica (F1_2); en el cual aparecen los tiempos de
retencion seleccionados para colectar las 9 fracciones que se separaron (F1 no fue colectada).
Método Pulpo 1 analitico en condiciones analiticas (ver instrumentacién para condiciones de
andlisis, pagina 29)

Una vez colectadas las fracciones, se verificd la separacién de cada fraccion
empleando la metodologia de CLAR en condiciones analiticas. Posteriormente se
evaluo la actividad de las diferentes fracciones mediante el bioensayo in vivo en el
cangrejo fantasma. Los resultados indicaron que las fracciones 6 y 9 presentan un
efecto de relajamiento-descoordinacion motora reversible, mientras que las

fracciones 2 y 3, poseen un efecto paralizante reversible (Figura 13).
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Figura 13. Cromatograma de las fracciones activas separadas de la fraccién neurotéxica (F1_2).
Cada fraccién se presenta en diferente color y se han sobrepuesto todos los cromatogramas para
una mejor visualizacién. Método Pulpo 1 analitico en condiciones analiticas (ver instrumentacion
para condiciones de analisis, pagina 29).

Los organismos que fueron inyectados con la fraccion 6 y en menor medida la 9,
mostraron contracciones corporales involuntarias, pérdida de movilidad, falta de
respuesta a estimulos y quelas bajas a los 10 segundos; efecto que después de
una hora desaparecia. Por otro lado, los organismos que fueron inyectados con
las fracciones 3 y en menor medida la 2, se observaban inmoviles y sin respuesta
a estimulos, permanecieron inmutables por unos 15 minutos, regresando después
a la normalidad. En este punto, aunque ya se tenia caracterizada la fraccién
neurotdxica, las cantidades separadas resultaron ser menores a 10 mg y con un
gasto de casi 15 L de fase mdovil y aun las fracciones presentaban al menos dos
compuestos 0 grupos de compuestos. Por lo anterior se procedié a buscar una

mejor estrategia para la separacion del extracto neurotoxico.

Al mismo tiempo para verificar la separacién por tamafio molecular, se analizé la
fraccion neurotoxica mediante SDS-PAGE (Figura 14). En general los resultados
demostraron que la fraccion contiene compuestos con tamafio molecular menor a
5 kDa, por lo que el resultado validé el uso de las membranas Amicon en la

separaciéon por tamafio molecular.
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Figura 14. SDS-PAGE de la fraccién neurotoxica F1_2 en gel de poliacrilamida. Carrill: muestra
de la F1_2 diluida (30 pg/pL); carril 2 y 4: marcador (peso molecular de 40 kDa a 5 kDa), carril 3:
muestra de la F1_2 concentrada (50 pg/pL).

7.2 Separaciéon biodirigida de la fraccion neurotdxica (F1_2) por EFS en

cartucho de fase reversa.

La fraccién F1_2 (menor a 3 kDa), se aplicé y eluy6é en los cartuchos C18-U de

acuerdo a la Tabla 5; ademas, en la tabla se presentan los datos de la cantidad

obtenida y la actividad determinada en el bioensayo in vivo en cangrejo fantasma.

Tabla 5. Resultados del fraccionamiento por EFS en cartucho Strata C18-U (55 um, 70 A,
Phenomenex) de la fraccidon neurotoxica (250 mg de la F1_2 en 2 mL de agua).

Fraccion Elucion Cantidad -
. . Actividad
correspondiente | obtenida (mg)
Muestra 435 Inactivo
F2_1 122.0 Activo-
H>O 100 % Paralizante (70
segundos)
F2 2 21.0 Activo-
HO:ACCN diigiﬂ'ﬁgﬁgn
90:10 %
motora
(40 segundos)
F2 3 H,O:AcCN 11.1 Inactivo
80:20 %
F2 4 H,O: AcCN 14 Inactivo
50:50 %
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De los resultados obtenidos, se observo que la actividad paralizante se encuentra
en la fraccion F2_1, correspondiente a la elucion con agua, mientras que la
actividad de relajamiento-descoordinacion motora se presenta en la fraccion F2_2,
gue se obtuvo en la elucién con H,O:AcCN 90:10 %. Al analizar las fracciones en
el sistema CLAR en condiciones analiticas se obtuvieron los cromatogramas de la

Figura 15y Figura 16, respectivamente.
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Figura 15. Cromatograma de la fraccion F2_1, donde se observan dos sefiales principales al inicio
del andlisis. Método Pulpo 1 analitico en condiciones analiticas (ver instrumentacion para
condiciones de andlisis, pagina 29).
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Figura 16. Cromatograma de la fraccion F2_2 obtenida de la separacion por EFS en cartucho C18-
U; donde es notoria la presencia de una sola sefial principal. Método Pulpo 1 analitico en
condiciones analiticas (ver instrumentacion para condiciones de andlisis, pagina 29).

Analizando los resultados y comparandolos con la separacion por CLAR
(cromatograma de la Figura 13), era evidente que la sefial principal de la fraccion
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F2 2 (TR: 15 y16 min) corresponde a una de las dos sefiales principales en el
cromatograma (fraccion 9). Por otro lado, el cromatograma de la fraccion F2_1
presentd las dos sefales, correspondientes a la fraccién 2 y 3 de la separacion por
CLAR.

7.2.1 Analisis de la fraccion causante de la actividad paralizante (F2_1)

(completamente polar) mediante CLAR.

En el cromatograma de la Figura 15 se pueden observar dos sefiales principales
(TR: 3-4 min), lo que nos hace suponer que se trata de dos compuestos o dos
grupos de compuestos, ambos de polaridad elevada y de naturaleza similar dado
gue son contiguos. Una de las sefiales es de mayor tamafio, lo que nos indica que
muy probablemente este compuesto se encuentre en una mayor concentracion.

Debido a que las dos sefiales principales de la fraccion F2_1 no presentan una
buena resolucion y esto dificulta la colecta de cada sefial, la fraccién con actividad
paralizante se sometio a diversos métodos de separacion para tratar de aumentar

la resolucion [80]:

a) Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.

Con el objetivo de incrementar la selectividad en el proceso de separacién se
utilizaron diferentes columnas: fase reversa (C8, CN, C18 para proteinas, C12
para polipéptidos) y fase normal (empleando condiciones de interacciones
hidrofébicas, HILIC). Desafortunadamente al realizar el andlisis de la fraccion
F2 1, no se logré mejorar la separacion de las dos sefales; obteniendo desde una
menor resolucion al realizar el andlisis con las columnas CN y Aeris Peptide (C18),
hasta una mayor resolucion con la columna HILIC pero ésta implicaba la utilizacion

de sales, lo cual incrementaba los pasos de separacion [80].

b) Separacidn por extraccion selectiva con NaOH y caracterizacion en CCF.

El caracter polar de la fraccion F2_1, muy probablemente era debido a la
presencia de algun compuesto ionizado (aminas principalmente), por lo que se
decidié incrementar el pH y extraer los compuestos con un disolvente organico.

Asi, la fraccion F2_1 se tratd con base (NaOH, al 10 %) y se extrajo con Acetato
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de etilo. El analisis de la fraccion organica utilizando Cromatografia en Capa Fina
(CCF) fase normal y reversa, reveld6 una disminucion de la polaridad de los
compuestos en la fraccion; sin embargo su evaluacion en el bioensayo result6é ser

inactiva [80].

c) Extraccidén en Fase Solida con cartucho de intercambio ionico y de fase
reversa.

Cuando se utilizaron ambos cartuchos, los resultados demostraron que no se logré
la separacion, debido a la alta polaridad de la fraccion F2_1, ya que en fase
reversa la actividad se encontraba en la fase acuosa (100 % agua), mientras que

en el intercambio idnico no era retenida en el cartucho.

d) Anélisis mediante GC-MS.

Debido a la alta polaridad que presentaban los compuestos en la fraccion F2_1,
fue necesario someterlos a reaccion con dos diferentes agentes silanizantes:
BTSFA (N, O-bis (trimetilsylil) triflouracetamida) y anhidrido triflouracético, antes
de inyectarlos en el cromatégrafo de gases. Los resultados indicaron que la
muestra se silaniza mejor con BSTFA.

Una vez silanizada la muestra, se realizé su analisis por GC-MS, todas las sefiales
principales fueron analizadas con el detector de masas y para cada espectro
generado, se busco la identidad del compuesto presente, en la libreria Wiley NIST

05 MS Spectra [80]. En la Figura 17 se presenta el cromatograma obtenido.
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Figura 17. Cromatograma de la fraccion paralizante derivatizada con BTSFA, obtenido mediante
GC-MS. (Ver instrumentacion para condiciones de analisis, pagina 31).
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De este analisis se logré determinar la presencia de aminoacidos libres (Alanina,
Acido Glutamico, Prolina, Valina, Isoleucina, Leucina, Serina, Metionina, Treonina
y Tirosina) ademés de carbohidratos (Talosa y Glucosa) como compuestos
principales de la fraccion (F2_1) [80].

7.2.1.1 Determinacion del perfil total de aminoéacidos libres presentes en la

fraccion causante de la actividad paralizante (F2_1).

Se realiz6 la determinacion del perfil de aminoacidos libres presentes en la
fraccion F2_1, para comprobar los resultados del analisis mediante GC-MS. El

aminograma se presenta en la Figura 18.
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Figura 18. Aminograma obtenido de la fraccion F2_1. Estandar usado: 100 pmol de c/u de los 18
aminoacidos, 50 pmol de cisteina y 100 pmol de acido 2-aminobutirico (AABA) como estandar
interno. Método AccQ-TAG de Waters (ver instrumentacidon para condiciones de analisis, pagina
30).

En el aminograma (Figura 18) se observa la presencia de 14 aminoécidos: Serina,
Acido Glutamico, Glicina, Histidina, Arginina, Treonina, Alanina, Prolina, Tirosina,

Valina, Metionina, Lisina, Leucina y Fenilalanina.
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7.2.2 Analisis de la fraccion causante de la actividad relajamiento-

descoordinacién motora (F2_2) (medianamente polar) mediante CLAR.

7.2.2.1 Determinacion del perfil total de aminoacidos presentes en la fraccién

causante de la actividad relajamiento-descoordinacién motora (F2_2).

Para establecer los aminoacidos constituyentes de la muestra activa, se realizo la
hidrolisis acida y basica (1.0 mg de la fraccion F2_2) a 106 °C por 18 hy 7 h

respectivamente. El aminograma se presenta en la Figura 19.
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Figura 19. Aminograma de la fraccién F2_2; en color negro, se visualiza el aminograma de un
estandar de aminoacidos hidrolizado (100 pmol de c/u de los 18 aminoacidos, 50 pmol de cisteina
y 100 pmol de acido 2-aminobutirico (AABA) como estandar interno); en color azul, el aminograma
de la F2_2. Método AccQ-TAG de Waters (ver instrumentacién para condiciones de analisis,
pagina 30).

Los resultados preliminares demostraron que la fraccion F2_2 contenia 16
aminoacidos. En el aminograma es evidente que la sefial mas intensa
corresponde al NHsz (grupo amino), que puede tener dos origenes: algun
compuesto que libere un grupo amino en las condiciones de andlisis
(caracteristico de los aminoacidos Glutamina y Asparagina) o bien que la muestra

presente un grupo amino en el C-terminal (caracteristico de los neuropéptidos).

Los aminoéacidos presentes en la muestra fueron: Acido Aspartico (o Asparagina),
Serina, Acido Glutamico (o Glutamina), Histidina, Arginina, Treonina, Alanina,
Prolina, Tirosina, Cisteina, Valina, Metionina, Lisina, Isoleucina, Leucina y
Fenilalanina.
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Por otro lado, se realizaron analisis con diferentes condiciones en el sistema
CLAR: desde eluciones isocraticas con diferentes disolventes (metanol,
acetonitrilo, isopropanol) y con diferentes gradientes. Inclusive se utilizaron
diferentes columnas (Ciano, C8, C12, C4) para aumentar la selectividad y en
ninguna de ellas se llevé a cabo una mejor separacion que con la Columna LUNA
(C18, fase reversa, 250 X 4.6 mm, tamafio de particula 5 pm Phenomenex, Inc.,
USA).

Sin embargo, se logré una mejor separacion de la F2_2 utilizando un gradiente de
0 a 18 % con acetonitrilo-agua en 20 minutos; el comparativo del primer método

analitico con respecto de este ultimo, se presenta en la Figura 20 [77].
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Figura 20. Comparacién de los cromatogramas obtenidos para la separacién de la fraccién F2_2.
(a) Con gradiente de 0 a 35 % de acetonitrilo-agua, en donde se logré obtener una sola sefal
principal. (b) Con gradiente de 0 a 18 % de acetonitrilo-agua, donde es evidente una mejor
separacion de las sefiales constituyentes de la fraccién. Método Pulpo 1 analitico y método
PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones analiticas (ver instrumentaciéon para condiciones de andlisis,

pagina 29).
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7.3 Separacion de la fraccion causante de la actividad relajamiento-
descoordinacion motora (F2_2) mediante EFS en cartucho de intercambio

catidnico fuerte.

Tomando en cuenta la presencia de una sefial intensa del NH3 (grupo amino) en el
aminograma, se procedio a utilizar un cartucho de intercambio cationico fuerte.
Los datos de la cantidad obtenida y la actividad determinada en el bioensayo in
Vvivo en cangrejo fantasma se presentan en la Tabla 6. Es evidente que la
actividad se presenta en la fraccién F2_2 5 (2 % de NH,OH en MeOH), causando
una relajacion del cangrejo en 20 segundos.

Tabla 6. Resultados del fraccionamiento por EFS en cartucho de intercambio catiénico fuerte

(SXC-Strata de Phenomenex®) de la fraccion F2_2 del cartucho Strata C18-U (55 um, 70 A,
Phenomenex) (21 mg de la F2_2 en 2 mL de agua).

. . . Cantidad Actividad
Fraccion | Elucion correspondiente .
obtenida (mg)
Muestra 4.4 Inactivo
F2 2 1 H,O:TFA 90:10 12.6 Inactivo
F2 2 2 HCI 0.1 N en H,O 7.5 Inactivo
F2 2 3 HCI 0.1 N en MeOH 7.2 Inactivo
Activo-
Relajamiento y
F2_2.4 | 1% NH.OH en MeOH 3.3 descoordinacion
motora
(30 segundos)
Activo-
Relajamiento y
F2_2.5 | 2% NH,OH en MeOH 1.6 descoordinacion
motora
(20 segundos)
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El analisis por CLAR analitica de la fraccién F2_2 5 presentd un cromatograma

con una sola sefial, en el nuevo método (Figura 21).
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Figura 21. Cromatograma de la fraccion F2_2_5 en CLAR analitica; en donde se visualiza la
presencia de una sola sefial principal en el tiempo de andlisis. Método PulpoFr4_desarrollo3 en
condiciones analiticas (ver instrumentacion para condiciones de andlisis, pagina 29).

7.3.1 Aislamiento del neuropéptido presente en la fraccion causante de la

actividad relajamiento-descoordinacion motora (F2_2 5) mediante CLAR
semipreparativa.

Se realizd la colecta de la muestra correspondiente a la sefal principal del
cromatograma (TR: 17-18 min) de la fraccion F2_2 5, utilizando una columna
LUNA (C18, fase reversa, 250 x 10.0 mm, tamafio de particula 10 pm

Phenomenex, Inc., USA) (Figura 22); por cada 10 mg de muestra, se colecté 2 mg
aproximadamente.
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Figura 22. Cromatograma de la fraccion F2_2_5 en CLAR semipreparativa; en el que se indican
los tiempos de retencion en los que se colectd la muestra (fraccién tres) correspondiente a la sefial
principal. Método PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones semipreparativas (ver instrumentacion para
condiciones de analisis, pagina 30).
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7.3.1.1 Primera determinaciéon del perfil total de aminoacidos del
neuropéptido aislado de la fraccion causante de la actividad relajamiento-
descoordinacién motora (F2_2_5).

Para determinar los aminoacidos constituyentes de la muestra colectada (sefal
principal) de la fraccion (F2_2_5), se realizd la hidrolisis acida (1.0 mg de la
muestra colectada) a 106 °C por 18 h. EI aminograma se presenta en la Figura
23.
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Figura 23. Aminogramas de la fraccion F2_2 5. (a) Aminograma de la muestra colectada. (b)
Integracién del aminograma de la muestra colectada (color negro), con el estandar de aminoacidos
(color azul) de 100 pmol de c/u de los 18 aminoacidos, 50 pmol de cisteina y 100 pmol de &cido 2-
aminobutirico (AABA) como estandar interno. Método AccQ-TAG de Waters (ver instrumentacion
para condiciones de andlisis, pagina 30).

En el aminograma correspondiente a la muestra colectada (sefial principal)
obtenida de la fraccion F2_2 5 (Figura 23 (a)), se puede observar la presencia de

8 aminoacidos: Histidina, Treonina, Alanina, Valina, Lisina, Isoleucina, Leucina y
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Fenilalanina. Es interesante notar que aparece la sefial correspondiente al grupo
amino (NH3), lo cual indica que el polipéptido se encuentra amidado en el C-
terminal, dado que en el analisis no se presenta Acido glutamico ni Acido
aspartico.

Cuando se verificO la pureza de la muestra colectada por CLAR, la sefial principal
estaba acompafiada por otra sefial pequefia (TR: 3-4 min) (Figura 24) y no fue
posible dilucidar si los aminoacidos detectados correspondian a la sefal principal.

Fraced desarrclio_3UW ELSD AutcGSP_SD_10_1_por_1003.DATA - Varian PL-ELSD2100 Channel

S00:
750 ﬁ

&S50 |

o 1 E] S 4 s 3 7 E] =) 10 11 12 13 14 s 16 7 18 19 20

Figura 24. Cromatograma de la muestra colectada (sefial principal) de la fraccion F2_2 5 de las
GSP. Método PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones analiticas (ver instrumentacion para
condiciones de analisis, pagina 29).

7.3.1.2 Segunda determinaciéon del perfil total de aminoécidos del
neuropéptido aislado de la fraccién causante de la actividad relajamiento-

descoordinacion motora (F2_2_5).

En un segundo reaislamiento de la muestra, una vez realizada la colecta de la
fraccion F2_2 5 (TR: 17-18 min) se procedi6 a determinar el perfil de aminoacidos
mediante el sistema AccQ-TAG de waters. Sin embargo, por problemas técnicos

con el detector de fluorescencia no se logré el analisis.

Por tal motivo se decidi6 implementar el método de CLAR con un Detector
Evaporativo de Difraccién de Luz (DELD o ELSD en inglés) [81], en el cual se
optimizaron diferentes variables del sistema cromatografico: flujo de la fase mouvil,
nivel de deteccion, cantidad de muestra a inyectar, nivel de resolucion y

reproducibilidad.
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El trabajo principal en el desarrollo del método fue la resolucién, por lo que se

emplearon diversas columnas de manera individual y dos en serie:

Columna Fase
Columna Varian C8, 250 x 4.6 mm, Microsorb —MV 100-5 Reversa
Columna Varian CN, 250 x 4.6 mm, Microsorb —MV 100-5 Reversa
Columna Varian C18, 250 x 4.6 mm, Microsorb —MV 100-5 Reversa
Columna LUNA 5u C8 (2) 100 A, 250 x 4.6 mm, tamafio de particula5 | Reversa
pm (Phenomenex)
Columna Jupiter 4u C12 Proteo 90 A, 250 x 4.60 mm, tamafio de Reversa
particula 5 um (Phenomenex)
Columna Aeris Peptide XB-C18, 150 x 4.60 mm, tamafo de particula Reversa
3.6 um (Phenomenex)
Columna Aeris widepore XB-C18, 150 x 4.60 mm, tamafio de particula Reversa
3.6 um (Phenomenex)
Columna PFP 150 x 4.60 mm, tamafio de particula 3.6 um Reversa
(Phenomenex)
Columna AccQ-TAG 3.9 x 150 mm, tamafio de particula 4 um (Waters EPAA

Inc., USA)

*EPAA: Especial Para Aminoacidos

Las condiciones Optimas para determinar 14 sefiales correspondientes a 17

aminodacidos (Figura 25) pertenecen al método aa20 full_ UV ELSD Auto original

en condiciones analiticas (Tabla 7).
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Tabla 7. Condiciones de la separacion analitica, utilizando un gradiente de 0 a 45 % con dos fases
moviles en 40 minutos. Fase A: agua con 0.1 % de TFAy 0.2 % de HFBA y Fase B: metanol [81].

190

170

aaz20 full UV ELSD Auto

Método original .METH
Condiciones
Tiempo Flujo % Fase | %Fase
(min) (mL/min) A B
Pre-run 0.8 100 0
8 0.8 100 0
11 0.8 78 22
21 0.8 73 27
30 0.8 45 55
38 0.8 100 0
40 0.8 100 0

Different Y units

28 30

34

38 40

Figura 25. Aminograma del estdndar de 17 aminoacidos. Método aa20_full_UV ELSD Auto original
(5 mg/mL) (ver instrumentacion para condiciones de andlisis, pagina 30).
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Tabla 8. Lista de aminoacidos observados en el cromatograma de la fracion F2_2 5.

Numero de pico | Aminoéacido(s) correspondiente(s)
1 Glicina-Cisteina-Serina
2 Acido aspartico
3 Glutamina
4 Alanina-Treonina
5 Acido glutamico
6 Valina
7 Prolina
8 Lisina-Tirosina
9 Arginina
10 Histidina
11 Metionina

12 Fenilalanina
13 Isoleucina
14 Leucina

Al realizar el analisis de la muestra colectada (TR: 17-18 min) de la fraccion
F2 2 5 (previamente sometida a hidrdlisis 4cida) se obtuvo el cromatograma de la
Figura 26; en el cual se observa la presencia de 8 sefiales, las cuales
corresponden (por comparaciéon con un estadndar de aminoacidos) a: Serina
(Glicina y Cisteina las descartamos por analisis previos), Alanina é Treonina
(ambos aminoacidos presentan el mismo tiempo de retencion), Valina, Prolina,

Histidina, Arginina, Metionina y Fenilalanina.
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Figura 26. Aminograma del estandar de 17 aminoéacidos (color rojo) versus la muestra hidrolizada
con acido, colectada de la fraccion F2_2 5 (color azul). Método aa20_full_ UV ELSD Auto original
(10 mg/mL) (ver instrumentacion para condiciones de analisis, pagina 30).

En un segundo cromatograma (Figura 27) se obtuvieron resultados equivalentes,

por lo que muy probablemente la sefial principal de la fraccion F2_2 5 se trate de

un polipéptido de 8 a 9 aminoé&cidos.

500 ¢ Different ¥ units
a820__full_UY ELSD Auto original_2X100_80_10_aa_dil_1_11 DATA [Va}ian PL-ELSD2100 Channel]
450 (Ea20__Tul TV ELSD Sufo original_stdaa 5 _ulTDATA TVian PL-ELSD2T00 Channel]]
400
350
300
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S
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=
T
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o 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Figura 27. Aminograma del estandar de 17 aminoéacidos (color rojo) versus la muestra hidrolizada
con acido, colectada de la fraccién F2_2 5 (color rosa). Método aa20_full_ UV ELSD Auto original
(5 mg/mL) (ver instrumentacion para condiciones de andlisis, pagina 30).

7.3.2 Andlisis espectrométricos del neuropéptido presente en la fraccion
causante de la actividad relajamiento-descoordinacion motora (F2_2 5)

aislado a partir de las GSP del pulpo Octopus maya.

En un intento por determinar el peso molecular y de manera alterna la secuencia
del polipéptido presente en la muestra colectada (TR: 17-18 min) de la fraccion

F2_2 5. Las muestras se sometieron a estudios espectrométricos utilizando:
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-LC-MS-Introduccién Directa (Cromatografia de Liquidos acoplada a

Espectrometria de Masas-Introduccién Directa).

-LC-MS- MALDI-TOF (Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de
Masas de Tiempo De Vuelo —lonizacion por Desorcidén Laser Asistida por Matriz).

-LC-MS- ESI (Cromatografia de Liquidos acoplada a Espectrometria de Masas-

lonizacién por Electrospray).

Los resultados de la Introduccion Directa y del MALDI-TOF no proporcionaron
ninguna sefal, en gran medida por que el polipéptido tiene un peso molecular
bajo. Sin embargo, el analisis realizado mediante ionizacion por Electrospray
mostré cromatogramas y espectros interesantes, donde se observaron sefiales
con masas moleculares pertenecientes a péptidos. Sin embargo, los
cromatogramas presentaron mas sefales de las esperadas, dificultando la
deteccién del polipéptido; debido principalmente a la sensibilidad del método
(Femtomoles) y a las condiciones de andlisis para el LC-MS: tiempo de andlisis,
gradiente, temperatura, pero principalmente por el empleo de acido formico en las
dos fases moviles. El uso del &cido triflouracético en ESI suprime la formacion de

iones y por lo tanto no se utiliza [83].

Para determinar el tiempo de retencidn del polipéptido en las condiciones de
separaciéon de la USAI, se realizaron varios analisis de las muestras obtenidas de
la fraccién F2_2 5 modificando tanto las condiciones de flujo como la fase mavil.

Los métodos que se implementaron fueron:

1.- Método 1 desarrollado de acuerdo a las condiciones de la USAI. Tiempo de
analisis: 25 minutos, flujo 0.3 mL/min, Fase mévil A: agua + 0.2 % acido férmico y
Fase movil B: acetonitrilo + 0.2 % acido formico, empleando un gradiente de 100
% A de 0 a 2 min, 0-16 % de B de 2 a 15 min, 16-20 % B de 16 a 20 min y
finalmente 100 % A de 20 a 25 min.

2.- Método 2 desarrollado de acuerdo a las condiciones de la USAI. Tiempo de

analisis: 45 minutos, flujo 0.3 mL/min, Fase mévil A: agua + 0.2 % acido férmico y
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Fase movil B: acetonitrilo + 0.2 % acido féormico. Condiciones de gradiente de 3 %
B inicial, 3-30 % B de 0 a 20 min, 30-97 % B de 20 a 35 min y finalmente de 97-3
% B de 35 a 45 min.

Los cromatogramas generados se presentan en la Figura 28, es evidente primero
gue existe una disminucién del tiempo de retencion al utilizar acido formico, ya que
paso de 17-18 minutos (ver Figura 21, pagina 55) a 12-13 minutos (ver Figura 28
(a)) y segundo, que aun a pesar de emplear un gradiente con mayor porcentaje de
disolvente apolar (de 30 al 97 % de acetonitrilo), solo se observa un pico principal.
Por lo anterior, es muy probable que sea un solo polipéptido el causante de la
actividad, ya que se han utilizado tres diferentes métodos con diferentes columnas

y gradientes, y el resultado siempre es el mismo.

1051 Differert ¥ urits

[Fraccd_desarral_A]v ELSD25 Aifn_Zx i a1 e _1_F_27 201 PR DATA [Varian PLELSD 200 Channel)

~o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Different Y units
30 Fraced _Aesarala Y ELS04S Ao 2l _SI=10_GSn L DATAVanan PLELSDZT Chanel]

(b)

Figura 28. Cromatogramas generados del andlisis de las muestras obtenidas de la fraccion
F2_ 2 5 a partir de las Glandulas Salivales Posteriores (GSP); (a) Método 1, (b) Método 2. Sistema
HPLC: Sistema Binario Varian 211 (Varian Inc., USA), Detector Evaporativo de Difraccion de Luz
(DELD, ELSD en inglés). Condiciones de separacion: Columna LUNA (C18, fase reversa, 250 X
4.6 mm, tamafio de particula 5 um Phenomenex, Inc., USA), Fase movil acetonitrilo + 0.2 % éacido
férmico: agua + 0.2 % &cido férmico, en un tiempo de 25 y 45 min de andlisis respectivamente.
Deteccion: ELSD, Temp. Nebulizacién = 40 °C, Temp. Evaporacion = 70 °C, Flujo de nitrégeno =
1.0 mL/min; U.V. a 215 nm. Se inyectaron 25 pL de muestra (1 mg/mL).
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Con la informacion del desplazamiento de los tiempos de retencion en las
condiciones de analisis de la USAI, se procedié a revisar en los cromatogramas
las diferentes opciones de peso molecular (8 6 9 aa, Tabla 9), en funcién al
tiempo.

Tabla 9. Pesos moleculares de los posibles polipéptidos, de acuerdo a los aminoacidos detectados
en el analisis de perfil de aminoacidos por DELD.

Alternativa Aminoécidos que lo integran Peso Molecular
monoisotopico

1 Ala, Ser, Val, Pro, His, Arg, Met, Phe 944.47767
2 Thr, Ser, Val, Pro, His, Arg, Met, Phe 974.48824
3 Ala, Thr, Ser, Val, Pro, His, Arg, Met, Phe 1045.52535

Dos sefiales con los pesos moleculares posibles (Alternativa 1 y 2, de 8
aminoécidos) fueron encontrados en los cromatogramas, pero correspondieron a
picos sumamente pequefios. Sin embargo, la tercera propuesta (Alternativa 3)
correspondié a un pico con una altura media del cromatograma y se presenta a

continuacion (Figura 29):
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Figura 29. Cromatograma y Espectro de masas obtenidos por LC-MS-ESI del polipéptido aislado
de la fraccién F2_2 5. (a) Cromatograma, (b) Espectro de Alta energia (High CID) del pico que
eluye a 11.48 min (ver instrumentacion para condiciones de analisis, pagina 30).

En el cromatograma de la Figura 29(a) se observa la sefial en 11.84 min, la cual
se encuentra dentro del intervalo de tiempo de retencién del polipéptido en CLAR
(determinado durante las pruebas realizadas bajo las mismas condiciones en las
que fue analizada la muestra por LC-MS).

El espectro de masas del compuesto presente en esta sefial (ESI, CID de alta
energia) se muestra en la Figura 29(b) y corresponde a un polipéptido con peso
molecular monoisotopico de 1, 045.5100 m/z correspondiente al i6n (M+H)",
propio de un polipéptido de 9 aminoacidos amidado e integrado por los
aminoacidos encontrados: Alanina, Treonina, Serina, Valina, Prolina, Histidina,
Arginina, Metionina y Fenilalanina (peso molecular monoisitépico encontrado 1,
045.5100 m/z y calculado C4s6H70N14011S1 de 1, 045.5253 m/z) [82].

Una ventaja de los espectros de masas adquiridos mediante la técnica de
ionizacion por Electrospray, es que al ser una ionizacion suave, se pueden
visualizar fragmentaciones que pueden llevar a determinar la secuencia del
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polipéptido que le dio origen, estudio conocido como secuenciacion de novo [83].
Tarea que se puede realizar de manera manual, o bien existen en el mercado
diferentes programas comerciales y libres que permiten la determinacion de la

secuencia [82].

Al someter el espectro de masas para determinar la secuencia probable del
polipéptido mediante el programa de adquisicion (MassLinx 4.3.1, Waters), los
resultados fueron inesperados; en particular, porque el polipéptido se encuentra
amidado en el C-terminal y en su composicibn aminoacidica estan presentes la
Prolina (su N-terminal es labil) y Arginina que suprimen la abundancia relativa de
los fragmentos generados por ESI y que por otro lado, pueden inducir la
fragmentacion interna del polipéptido (formando iones que contienen el extremo C-
terminal o N-terminal del polipéptido, dependiendo de la posicién del aminoé&cido),
dando como resultado que sea dificil su secuenciacion [83]. Aun asi, de manera
manual, logramos identificar dentro del espectro de masas, 6 de los 9 aminoacidos
esperados (Figura 29). Por la ubicacion de los fragmentos encontrados, la
secuencia parcial que se propone es la siguiente: X-X-X-Thr-Phe-Ser-Ala-Pro-Arg-
NH.

7.3.3 Evaluacion de la bioactividad de la fraccion neurotéxica F2_2 5.

7.3.3.1 Evaluacion de la actividad en un modelo de crustaceos: Ocypode
guadrata.

A fin de conocer cuales eran los extractos y fracciones con mayor actividad, se
determiné la Dosis Efectiva Minima (DEM), para ello se procedio a realizar
diluciones logaritmicas de los extractos (rango 1000 pg/uL a 0.1 pg/pL) y cada
dilucion se aplic6 a 2 cangrejos de 15 g aproximadamente. La dosis efectiva fue
considerada como aquella concentracion minima en la que el extracto present6 el
efecto. Los datos obtenidos de la DEM se presentan en la Tabla 10 y es notorio
como la concentracion disminuye al purificar el extracto, resultado esperado para

los compuestos especificos.
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Tabla 10. Resultados de la Dosis Efectiva Minima (DEM).

Fraccion Extracto DEM (ug/uL)
1 Extracto crudo 40.0
12 Neurotdxico 40.0
11 Metabalico 43.0
2.1 H,0 100 % 250.0
2 2 H,O/AcCN 90:10 % 10.0
225 |2%NH4OHen MeOH 1.0

A manera de resumen en la Tabla 11 se enlistan las cantidades obtenidas de cada
fraccion activa, asi como el rendimiento de cada fraccion desde la generacion del
extracto crudo hasta la fraccién con el neuropéptido aislado.

Tabla 11. Resultados de la purificacion para la obtencion de la fraccién paralizante y relajamiento-
descoordinacién motora a partir de las GSP.

Fraccion Total (g) Rendimiento (%)
GSP peso humedo 503.00 100
GSP liofilizadas 110.00 21.86
Extracto crudo 40.92 8.14
Fraccion neurotoxica (< 3 17.63 3.50
kDa)
EFS C18-U 8.74 1.73
(f.paralizante)
EFS C18-U 1.48 0.29
(f. relajamiento-
descoordinacién motora)
EFS Cationico-Fuerte 0.11 0.02
(f. relajamiento-
descoordinacién motora)
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7.3.3.2 Evaluacion de la actividad sobre un octépodo: Octopus maya.

Se realizaron pruebas de actividad de la fraccion F2_2 5 en el pulpo Octopus
maya, con dos objetivos, primero para determinar si la saliva presenta actividad en
un organismo diferente a su presa natural (crustaceo) y segundo, los pulpos son
canibales y se piensa que utilizan su saliva para paralizar a sus congéneres; sin

embargo, hasta la fecha no se han realizado estudios.

Organismos: se utilizaron 6 pulpos de mas de 300 g de peso, que se colectaron en
las costas de Sisal y se mantuvieron en condiciones controladas [7, 57].

Bioensayo: Se preparé una solucién de la fraccion F2_2 5 (20 pg/pL) y se
administré una dosis de 20 mg/kg de peso para cada pulpo. Como control negativo
se inyectd agua inyectable. Las dosis se aplicaron en un tentaculo del pulpo y en
el manto. Una vez aplicada la dosis, se procedié a observar los efectos de la

saliva.

Resultados: Los resultados obtenidos son similares a los efectos observados en el
bioensayo in vivo en el cangrejo fantasma (Ocypode quadrata):

e 40 segundos después de la inyeccion:

- El pulpo se relaja por 30 segundos, acompafiado de un cambio de coloracién

de rojo a pélido (blanco) y descoordinacion motora.

- Se nota una disminucion en su agresividad (se puede manipular facilmente y

por tanto se vuelve mas docil).

e Transcurrido 1 minuto, el brazo (o tentaculo) donde fue inyectado queda
completamente inmoévil y se nota una ausencia en la reaccién de los

cromatoforos (es decir el brazo queda palido).

e Después de 2 minutos se observan cambios de coloracion parcial en el
hemisferio donde se realizé la inyeccion (la mitad del cuerpo del pulpo se

torna blanca).
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e Pasadas 3 horas después de la inyeccion, el pulpo recupera su movilidad y

algunos cromatéforos del brazo donde se inyectdé comienzan a reaccionar.

e 5 horas después de realizada la inyeccion, el pulpo retorna a su condicion
inicial, por lo que el efecto es reversible y muy probablemente mediado por
receptores.

7.4 Esquema de trabajo de la separacion biodirigida realizada a partir de las
GSP.

A manera de resumen de la separacion de la fraccion neurotdxica, se presenta el
esquema de trabajo realizado para la obtencion tanto de la fraccién con actividad
paralizante, como de la fraccion con actividad relajamiento-descoordinacion

motora a partir de las GSP.

Glandulas Salivales
Posteriores
Liofilizacion
Trituracion
Extraccion conagua

Resuspajsidnenagua
Separacion pormembrana contamano de corte 3 kDa

Liofilizacion
Fraccion Metabdlica > 3 kDa EFS cartucho C16-U Fraccion Neurotdxica < 3 kDa
(F1.1) (F1_2)
Elucion con Agua 100% Elucioncon Agua: AcCN 80:10% |
Fraccion con actividad paralizante Fraccion con actividad relajamiento-descoordinacion motora
(F2_1) (F2_2)
P Liofilizacion
Liofilizacion - — e L
Técnicas de separacion empleadas Perfil total de aminoacidos | Hidrdlisis (acida y basica)
(AccQ-TAG
de waters) )
Liofilizacion
EF3 cartucho cationico fuerte
Extraccién en Separacion || Extraccién CCF Perfil total de = —
Fase solida PorCLAR || selectiva || (semipreparativa || CCMS || i - tidos __ Fraccion con actividad
y analitica) relajamiento-descoordinacion motora
[AccQ-TAG (F2.2 5)
de waters) —_— —_—
Liofilzacian| Liofilzacion
-Intercambio -Fase reversa Hidrélisis acidal Colecta encondiciones
aniénico débil -Fase normal _Fasereversa semipreparativas
-Fasereversa -Fase normal Perfil total de -LC-MS3-ESI
aminoacidos (AccQ-TAG -LC-M5-MALDITOF
de waters) -LC-M3-
INTRODUCCION
DIRECTA
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7.5 Extraccion de la saliva in vivo y su comparacion con respecto al extracto
generado de las GSP en condiciones de pesqueria.

La saliva se colectd de 25 organismos adultos de Octopus maya (300 gr
aproximadamente), los cuales se mantuvieron en estanques. Cada pulpo se
colocd en hielo (para sedarlo) y se disecO para extraer las GSP y su conducto
comun. La diseccion se realiz6 de manera distal a proximal yendo de la masa
bucal hacia las GSP. A continuacion se estimuld el conducto comin mediante un
par de cables conductores de energia conectados a una pila de 9 Voltios para
obtener la saliva y ésta se colect6 en un vial (Figura 30). Se logré obtener un total
de 1800 pL de saliva, la cual se someti6é al mismo proceso de fraccionamiento que
las GSP en condiciones de pesqueria.

Figura 30. (a) Sedacion del pulpo antes de realizar la diseccién. (b) Diseccion del pulpo, donde se
pueden observar las GSP. (c¢) Obtenciéon de la saliva in vivo, utilizando un par de cables
conductores de energia conectados a una pila de 9 Voltios.
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Una vez obtenida la fraccion neurotoxica (< 3 kDa), se disolvié en 2 mL de agua
bidestilada y se eluyd en un cartucho Strata C18-U de fase reversa (55 um, 70 A,

Phenomenex®) los rendimientos se observan en la Tabla 12.

Tabla 12. Resultados del fraccionamiento por EFS en cartucho Strata C18-U (55 um, 70 A,
Phenomenex) de la fraccion neurotéxica de la saliva in vivo (92.4 mg en 2 mL de agua).

Fraccion | Elucién correspondiente | Cantidad obtenida (mg)
Muestra 47.8
F2_1 H>0O 100 % 13.6
F2_2 H>O:AcCN 90:10 % 6.3
F2_3 H>O:AcCN 80:20 % 3.4
F2 4 H,O: AcCN 50:50 % 1.2

Seguidamente la fraccion F2_2 se eluyd por el cartucho de intercambio cationico
fuerte (SXC-Strata de Phenomenex® y se obtuvo la fraccién F2_2_5; los
rendimientos se observan en la Tabla 13. La fraccibn F2_ 1 y F2 2 5 se
congelaron y se liofilizaron en condiciones de laboratorio.

Tabla 13. Resultados del fraccionamiento por EFS en cartucho de intercambio catiénico fuerte

(SXC-Strata de Phenomenex®) de la fracciébn F2_2 del cartucho Strata C18-U (55 um, 70 A,
Phenomenex) obtenida de la saliva in vivo (6.3 mg en 2 mL de agua).

Fraccion | Elucion correspondiente | Cantidad obtenida (mg)
Muestra 2.5
F2_ 2 1 H,O:TFA 90:10 0.1
F2 22 HCI 0.1 N en H,0 0.1
F2 2 3 HCI 0.1 N en MeOH 0.0
F2 2 4 | 1% NH4OH en MeOH 1.7
F2 25 | 2% NH4OH en MeOH 1.6
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7.5.1 Comparacion de la fraccion F2_1 causante de la actividad paralizante
obtenida de la saliva in vivo versus GSP.

Las fracciones obtenidas a partir de la saliva in vivo fueron analizadas para
determinar su perfil cromatografico en el sistema CLAR y se compararon con las
fracciones obtenidas de las GSP bajo las mismas condiciones. Los

cromatogramas se presentan en la Figura 31.
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Figura 31. Cromatogramas obtenidos de la separacion de la fraccién F2_1. (a) Cromatograma de
la fraccién obtenida a partir de la saliva in vivo. (b) Cromatograma de la fraccion obtenida a partir
de las GSP. Método PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones analiticas (1.6 mg en 200 pL) (ver
instrumentacion para condiciones de andlisis, pagina 29).
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En el cromatograma correspondiente a la Figura 31(a) se observa una sola sefal
para la F2_1 obtenida a partir de la saliva in vivo, mientras que en el
cromatograma de la F2_1 obtenida de las GSP (Figura 31(b)) se visualizan dos
sefales en el mismo tiempo de retencion. Este resultado era esperado, ya que el
extracto se generd utilizando agua como disolvente sobre un tejido liofilizado y
triturado (GSP), por lo tanto aparecen otras moléculas como carbohidratos,
aminoacidos (coextractivos), que normalmente no aparecen en la saliva que

inyecta el pulpo.

También es importante destacar la mayor intensidad de la sefial de la F2_1 de la
saliva in vivo, respecto a la obtenida de las GSP. Esto muy probablemente indica

una mayor concentracion de este compuesto en la saliva del pulpo.

La coincidencia de la sefial principal (TR: 3-4 min) de la fracciéon F2_1 tanto de las
GSP como de la saliva in vivo, observada durante la evaluacién de su complejidad
en las mismas condiciones de analisis utilizando CLAR (Figura 32), permite
suponer que el(los) compuesto(s) activo(s) que pretendemos aislar a partir de las
GSP no son un artificio generado durante el proceso extraccion y fraccionamiento
de las GSP, ya que también se encuentra presente en la saliva del pulpo Octopus

maya.

g50} Different ¥ urits

Figura 32. Comparacién de los cromatogramas obtenidos de la separacion de la fraccion F2_1; en
color rosa, cromatograma de la fraccion obtenida a partir de la saliva in vivo; en color rojo,
cromatograma de la fraccion obtenida a partir de las GSP. Método PulpoFr4_desarrollo3 en
condiciones analiticas (1.6 mg en 200 pL) (ver instrumentacion para condiciones de analisis,
pagina 29).
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7.5.1.1 Determinacion y comparacion del perfil total de aminoacidos libres
presentes en la fraccién causante de la actividad paralizante obtenida de la
salivain vivo versus GSP.

El aminograma de la fraccion F2_1 obtenida a partir de la saliva in vivo se
presenta en la Figura 33(a), donde se observa la presencia de 11 aminoacidos:
Serina, Acido Glutamico, Glicina, Histidina, Arginina, Treonina, Alanina, Tirosina,
Valina, Metionina y Leucina.
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Figura 33. Aminogramas obtenidos de la fraccion F2_1: (a) a partir de la saliva in vivo, (b)
comparacion de los aminogramas obtenidos via saliva in vivo (color negro) versus GSP (color
rosa). Estandar usado: 100 pmol de c/u de los 18 aminoacidos, 50 pmol de cisteina y 100 pmol de
acido 2-aminobutirico (AABA) como estandar interno. Método AccQ-TAG de Waters (ver
instrumentacion para condiciones de analisis, pagina 30).

Es importante destacar que el nimero de aminoacidos presentes en la saliva in
vivo es menor a los encontrados en las GSP (Figura 33(b)), esto se debe a que se

extrae un tejido (GSP) con agua, que puede contener todos los aminoacidos.
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Ahora bien, no era claro si los aminoacidos presentes en las GSP estaban
presentes en el pico 1, que concordaba con la sefal de la saliva in vivo, o bien en

la segunda sefial del cromatograma.

Por tanto, se decidid colectar la muestra que corresponde a los tiempos de
retencion de 3 a 4 min (sefial principal) presente en la fraccion F2_1 obtenida de
las GSP; se logré colectar 1 mg de la muestra (TR: 3-4 min) y se le realiz6 la

determinacion de aminoacidos libres. El aminograma se presenta en la Figura 34.
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Figura 34. Aminograma obtenido de la muestra colectada (TR: 3-4 min) de la fraccién F2_1.
Estandar usado: 100 pmol de c/u de los 18 aminoacidos, 50 pmol de cisteina y 100 pmol de &cido
2-aminobutirico (AABA) como estandar interno. Método AccQ-TAG de Waters (ver instrumentacion
para condiciones de andlisis, pagina 30).

En el aminograma de la Figura 34 se observa la presencia de 12 aminoécidos:
Serina, Acido Glutamico, Glicina, Histidina, Arginina, Treonina, Alanina, Tirosina,

Valina, Metionina, Lisina y Leucina.
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7.5.2 Comparacion de la fraccion F2_2 5 causante de la actividad
relajamiento-descoordinaciéon motora obtenida de la saliva in vivo versus
GSP.

La fraccion relajante-descoordinacion motora aislada de la saliva in vivo se
comparo con la separada de las GSP, los cromatogramas obtenidos se presentan
en la Figura 35.
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Figura 35. Cromatogramas obtenidos de la separacion de la fraccion F2_2_5; (a) cromatograma de
la fraccién obtenida a partir de la saliva in vivo, (b) cromatograma de la fraccién obtenida a partir de
las GSP. Método PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones analiticas (ver instrumentacion para
condiciones de analisis, pagina 29).

En el cromatograma de la Figura 36 se observa la similitud de la sefal principal
(TR: 17-18 min); al mismo tiempo es notable la presencia de otras sefiales en el

cromatograma correspondiente a la fraccion F2_2 5 obtenido a partir de la saliva

in vivo (Figura 35(a)).
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Es importante destacar la mayor intensidad de la sefial (TR: 3.5-4.5 min) de la
F2 2 5 de la saliva in vivo, comparada con la fraccion obtenida de las GSP; esta
diferencia notoria, es debida principalmente al proceso de separacion al que se
somete el extracto de las GSP, en el cual las condiciones se optimizaron para
separar el compuesto bioactivo.

La coincidencia de la sefial principal (TR: 17-18 min) de la fraccion F2_2_5 tanto
de las GSP como de la saliva in vivo, observada durante la determinacion del perfil
cromatografico en el sistema CLAR (Figura 36), nos permite suponer que el
neuropéptido que pretendemos aislar a partir de las GSP no es un artificio
generado durante el proceso de extraccion y fraccionamiento de las GSP, ya que

también se encuentra presente en la saliva del pulpo Octopus maya.
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Figura 36. Comparacion de los cromatogramas obtenidos de la separacion de la fraccién F2_2_5;
en color azul, cromatograma de la fraccién obtenida a partir de la saliva in vivo; en color negro,
cromatograma de la fraccion obtenida a partir de las GSP. Método PulpoFr4_desarrollo3 en
condiciones analiticas (ver instrumentacion para condiciones de analisis, pagina 29).
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En la Tabla 14 se observan los rendimientos de las fracciones con mayor

actividad, obtenidas durante todo el proceso de fraccionamiento a partir de la

saliva in vivo.

Tabla 14. Resultados de la purificacion para la obtencion de la fraccion paralizante y de la
relajamiento-descoordinacion motora a partir de la saliva in vivo.

Fraccion Total (mQ)
Saliva in vivo 1, 800 pL
Fraccion neurotoxica (< 3 kDa) 924
Fraccion metabdlica 30.0
(> 3 kDa)
EFS C18-U 13.6
(f.paralizante)
EFS C18-U 6.3
(f. relajamiento-descoordinacion motora)
EFS Cationico-Fuerte 1.6

(f. relajamiento-descoordinacion motora)
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7.6 Esquema de trabajo de la separacion biodirigida realizada a partir de la
salivain vivo.

A manera de resumen de la separacion de la fraccién neurotdxica, se presenta el
esquema de trabajo realizado para la obtencion tanto de la fraccion con actividad
paralizante, como de la fraccion con actividad relajamiento-descoordinacion

motora a partir de la saliva in vivo.

Saliva in vivo

Resuspension en agua
Separacid_n por membrana con tamano de corte 3kDa
Liofilizacion

Fraccion Metabdlica > 3 kDa Fraccion Neurotdxica < 3 kDa
(F1_1) (F1_2)

EFS cartucho C18-U

Elucidn con Agua 100% Elucion con Agua: AcCH BD:1D“.-'E.I

Fraccion con actividad paralizante Fraccién con actividad
(F2_1) relajamiento-descoordinacion motora
(F2_2)
Liofilizacion Liafilizacian
EFS cartucho catidnicofuerte
Perfil total de aminoacidos
(AccQ-TAG Fraccidn con actividad
de waters) relajamiento-descoordinacion motora
(F2_2_5)
-LC-M3-ESl
-LC-M53-MALDI-TOF
-LC-M5-
INTRODUCCION
DIRECTA
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8.0 DISCUSION.

El efecto del extracto crudo obtenido de las GSP del pulpo Octopus maya,
observado en el bioensayo in vivo en cangrejo fantasma, coincide con los
resultados obtenidos en los experimentos con la saliva de pulpo realizados por
Boyle en 1990 [8], el cual concluy6 que la saliva de Octopus vulgaris ocasiona la
pardlisis del cangrejo (Carcinus mediterraneus; actualmente llamado Carcinus
aestuarii) en 2 minutos y 10 minutos mas tarde el organismos muere; y por Hanlon
y colaboradores en 1996 [69], los cuales mencionaron que la saliva de Eledone
cirrhosa causa la paralisis del crustaceo (Carcinus maenas) en 1 minuto y 3
minutos posteriores este muere. La variacion en el tiempo de observacion del
efecto es debido a que en los experimentos tanto los pulpos como los crustaceos

utilizados eran de diferentes especies.

Estudios recientes han demostrado que el pulpo rojo Octopus maya secreta la
saliva a partir de las glandulas salivales posteriores [73], como la mayoria de los
octopodos y que el mecanismo de entrada en los crustaceos es mediante

inyeccion en la membrana artrodial.

Es importante sefialar que el extracto crudo generado de las GSP presenta varios
efectos: de las enzimas predigestivas y de los compuestos que causan el efecto
neurotéxico. Lo que coincide con la actividad de la saliva, la cual es de vital
importancia en la vida de los octépodos, ya que forma parte de sus estrategias de
alimentacion y defensa: al inyectar la saliva, primero paraliza y relaja a la presa y
asi la manipulan con facilidad, ademas de evitar el dafio de los crustaceos con sus
quelipedos (tenazas). Por otra parte, las enzimas les permiten realizar una pre-
digestion de la presa, lo que aumenta la eficiencia de su alimentacién ya que los

pulpos se alimentan por succién [70].

El empleo de la técnica de ultrafiltracion con membranas de corte molecular de 3
kDa ayudd en la separacion de las moléculas por tamafo, de tal forma que se
observo un efecto unicamente neurotoxico en la fraccion menor a 3 kDa y uno

exclusivamente metabdlico en la fraccion mayor a 3 kDa.
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La seleccion del tamafio del poro de la membrana se realizé considerando que las
moléculas bioactivas presentan tamafios moleculares menores a 3 kDa, mientras
que las enzimas de la predigestion del cangrejo de manera extra-intestinal, tales
como tripsina, quimotripsina y quitinasas tiene pesos moleculares mayores a 10
kDa [10].

Adicionalmente, una observaciébn importante es que el extracto paraliza y
predigiere a la presa; sin embargo, al separar la fase enzimatico-digestiva
(metabdlica) de la neurotoxica, solo la primera ocasiona la muerte de la presa, la
segunda ejerce su accion y dos horas después el cangrejo regresa a su condicion
original, resaltando la reversibilidad del proceso, muy probablemente mediado por

receptores.

El uso de la extraccion en fase soélida, en especifico del cartucho C18-U, permitié
hacer un pre fraccionamiento de la fraccién neurotoxica (< 3 kDa) de acuerdo a la
polaridad; se obtuvo la fraccion F2_1 que presentd una actividad paralizante
reversible y se caracteriz6 por poseer una alta polaridad, lo que permitié su
obtencién en la elucion con agua; mientras que la fracciébn F2_2 presentd una
actividad relajante-descoordinacion motora reversible y se caracterizd por ser
medianamente polar, lo que permiti6 su obtencion con la elucion de H,O-AcCN
90:10 %.

El estudio de la fraccion paralizante F2_1 se considerd importante porque:
1) El primer farmaco marino en el mercado (Prialt, Ziconotide) se aislo6 de la
fraccidon paralizante del veneno de caracol marino Conus magus.
2) Las moléculas con actividad paralizante aisladas de octépodos hasta la
fecha, poseen pesos moleculares mayores a 3 kDa. Ejemplo de esto son
las proteinas, alfa y beta Cefalotoxinas con un peso molecular de
aproximadamente 91, 200 y 33, 900 Da respectivamente, aisladas de las
GSP del Octopus vulgaris por Cariello y Zanetti en 1977 [14].

Los resultados obtenidos demostraron la presencia de aminoacidos libres en la

fraccion paralizante de las GSP. Sin embargo, fue mas interesante encontrar a los

aminodcidos libres en la saliva in vivo de O. maya, por lo que muy probablemente
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formen parte de su estrategia de alimentacion. Hasta la fecha, no se ha reportado
la existencia de amino&cidos en la saliva de octopodos. La observacion de estos

aminoacidos se puede explicar de varias formas:

1).- La presencia de algunos aminoacidos, principalmente el Acido
Glutamico en la fraccion paralizante, que pueda llevar a la formacion del
neurotrasmisor GABA (&cido y- amino butirico) y con ello generar la paralisis
(inhibicion muscular) en el cangrejo, pues se ha encontrado el GABA en las
fibras nerviosas inhibitorias de los pereiépodos (apéndices) de cangrejos
[84, 85].

2).- Al ser un organismo carnivoro, O. maya depende de la absorcion de
aminoacidos para todas sus funciones vitales y la absorcion de algunos
aminoacidos esta mediada por un mecanismo de transporte activo,
dependiente de la presencia de algunos aminoacidos para ayudar a la

absorcion de otros [86].

La presencia de los carbohidratos (Talosa y Glucosa) y los otros compuestos
encontrados en la fraccion, se debe muy probablemente al empleo del agua como
disolvente en la extraccion de las GSP (tejido).

La determinacion del perfil total de aminoacidos de la fraccion F2_1 obtenida a
partir de las GSP revel6 una mayor cantidad de aminoacidos libres al compararlos
con los obtenidos en el analisis por GC-MS (Tabla 15). En general, el método
analitico de eleccion para determinar el perfil de aminoacidos es por CLAR, debido
principalmente a que son compuestos polares, dificiles de vaporizar, por lo que es

necesario silanizarlos, procedimiento que quizas no se realiz6 adecuadamente.
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Tabla 15. Aminoacidos encontrados en la fraccion F2_1 con actividad paralizante; en naranja se

sefalan los aminoacidos concordantes.

# | Salivain vivo GSP (F2_1) GSP (F2_1) GSP (F2_1)

(AccQ-TAG) (AccQ-TAG) colecta (CG-EM)
(AccQ-TAG)

1 | Serina Serina Serina Serina

2 | Acido Glutamico | Acido Glutamico | Acido Glutamico | Acido Glutamico

3 | Glicina Glicina Glicina Treonina

4 | Histidina Histidina Histidina Alanina

5 | Arginina Arginina Arginina Prolina

6 | Treonina Treonina Treonina Tirosina

7 | Alanina Alanina Alanina Valina

8 | Tirosina Prolina Tirosina Metionina

9 | Valina Tirosina Valina Isoleucina

10 | Metionina Valina Metionina Leucina

11 | Leucina Metionina Lisina

12 Lisina Leucina

13 Leucina

14 Fenilalanina

En cuanto a la actividad de la fraccion F2_1, fue necesario administrar una mayor
cantidad (250 pg/uL) en comparacion con la DEM determinada para el extracto
neurotoxico (40 ug/ul); contrario a lo esperado, si se considera que al purificar la
fraccion, el compuesto bioactivo debera de estar en una mayor concentracion y
por lo tanto se deberia de administrar una menor dosis para observar la actividad
en el bioensayo. Sin embargo, se debe tener en cuenta que el efecto paralizante
de la fraccion neurotoxica obtenida de las GSP es una suma de efectos, primero el
paralizante, pero enseguida se observa la relajacion del cangrejo, mientras que en

la fraccion F2_1 se observa Unicamente la pardlisis del cangrejo.

Respecto a la fraccion F2_2 con actividad relajamiento-descoordinacion motora, al
ser sometida a hidrélisis acida y basica se obtuvo que ésta contiene 16
aminoacidos. Este resultado fue inesperado, debido a que los compuestos
bioactivos reportados en la literatura son neuropéptidos de 10 y 12 aminoacidos (e

inclusive algunos de ellos se repiten en la secuencia, ver Figura 1, pagina 4)
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En el aminograma de la fraccion F2_2 también fue evidente la sefial intensa del
NH3 (grupo amino), lo cual nos indicé que la fraccion estaba amidada, producto de
una modificacion transduccional que sufren los neuropéptidos con el fin de evitar
la hidrdlisis por enzimas endoproteasas, condiciones que estan presentes en la
saliva del pulpo, ya que contiene proteasas (tripsina y quimotripsina). Un ejemplo
claro de esta modificacion son las taquicininas ya reportadas en la literatura: la
eledoisina y las octacininas, cuyo C-terminal esta amidado, ademas el grupo (NH>)

es necesario para la actividad biolégica sobre receptores de taquicininas [87].

La fraccion F2_2 al ser sometida a un nuevo fraccionamiento utilizando extraccion
en fase solida con un cartucho de intercambio catidnico fuerte, llevé a la obtencion
de la fraccion F2_2 5; esta nueva fraccibn mostr6 un efecto de relajamiento-
descoordinacién motora en el cangrejo a los 20 segundos, actividad que duraba
aproximadamente dos horas, ya que el crustaceo regresaba a su condicion inicial.
Al determinar el perfil de los aminoacidos de la muestra colectada que
correspondia a la sefial principal (TR: 17-18 min) de la F2_2_5 obtenida de las
GSP, se logré observar una menor cantidad de aminoacidos con respecto a su
fraccion de origen F2_2 (Tabla 16). Sin embargo, considerando que el aislamiento
de la fraccion F2_2 5 utilizando el método PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones
semipreparativas era poco eficiente (implicaba mucho tiempo por la cantidad de
analisis y por tanto el gasto de un gran volimen de disolvente), se decidié someter
a la fraccibn F2_2 5 a un nuevo fraccionamiento por extraccion en fase sélida
utilizando los siguientes cartuchos: cartucho C18-U de fase reversa, cartucho
catiénico fuerte, cartucho aniénico fuerte y aniénico débil. No obstante, todos los
resultados resultaron infructuosos, por lo que se concluyd que el método
PulpoFr4_desarrollo3 en condiciones semipreparativas es la mejor técnica de

aislamiento a pesar de ser poco eficiente.
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Tabla 16. Aminoéacidos encontrados en la fraccion con actividad relajamiento-descoordinacion
motora; en naranja se sefialan los aminoacidos concordantes.

# GSP GSP GSP
(F2_2) F2 2 5 F2 2 5
colecta colecta
(AccQ-TAG) (DELD)
1 | Acido Aspartico o Histidina Serina
Asparagina
2 Serina Treonina Histidina
3 | Acido Glutamico o Alanina Arginina
Glutamina
4 Histidina Valina Treonina
5 Arginina Lisina Alanina
6 Treonina Isoleucina Prolina
7 Alanina Leucina Valina
8 Prolina Fenilalanina Metionina
9 Tirosina Fenilalanina
10 Cisteina
11 Valina
12 Metionina
13 Lisina
14 Isoleucina
15 Leucina
16 Fenilalanina

Los espectros de masas obtenidos al analizar la muestra colectada (TR: 17-18
min) de la F2_2 5 obtenida de las GSP nos permiten confirmar la presencia de 6
de los 9 aminoacidos que integran al probable polipéptido encontrado e incluso de
acuerdo al patron de fragmentacion, la probable secuencia X-X-X-Thr-Phe-Ser-
Ala-Pro-Arg-NH.

De acuerdo al numero de aminoacidos, este polipéptido de 9 aminoacidos seria el
neuropéptido mas pequefio encontrado en cefalépodos, después de la eledoisina
gue estd conformada por 10. Respecto a la composicion de los aminoacidos que
constituyen a este neuropéptido se puede decir que 5 coinciden con la eledoisina,
4 con la octacinina | y 5 con la octacinina 1l y 111
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Por tanto, los resultados sugieren que este polipéptido de 9 aminoacidos podria
pertenecer al grupo de las taquicininas y que su estructura resultaria ser
novedosa; sin embargo serd necesario la secuenciacion por degradacion de

Edman para determinar inequivocamente la estructura de esta nueva taquicinina.

Cuando esta nueva taquicinina se inyectd en los pulpos se observaron varias
actividades: relajacion-descoordinacion motora, paralisis, cambio de coloracion y
efectos en cromatoforos, lo cual indica que la actividad del neuropéptido aislado es
directamente sobre el sistema nervioso central de O. maya y que la reversibilidad
de la actividad, es muy probablemente debida a la accion sobre receptores
especificos. Al mismo tiempo cabe mencionar que este es el primer esfuerzo por
conocer el efecto que la saliva de un cefal6podo tiene sobre su misma especie,
corroborando asi la importancia de este fluido como método de defensa y muy
probablemente constituya uno de los mecanismos importantes del canibalismo en

estos cefalépodos.

Una caracteristica importante de las taquicininas es que son neuropéptidos
conservados desde insectos hasta mamiferos, por lo que existen muchos estudios
en el aislamiento de taquicininas de diferentes organismos para evaluarlos como
farmacos. Actualmente se han aislado nuevas taquicininas presentes en la saliva
de otros pulpos y a pesar de ser aisladas de un invertebrado, presentan
caracteristicas estructurales de taquicininas de vertebrados, como la substancia P.
La variacion estructural resulta en diferentes respuestas farmacolégicas; por
ejemplo, en un estudio de la accién de las taquicininas aisladas de O. vulgaris
(octacinina I, 1l y lll) sobre las contracciones musculares, la octacinina |IlI

presentaba una mayor actividad [88].

Las taquicininas juegan un papel importante en diversos procesos fisiologicos en
los seres humanos. Estos incluyen mecanismos sensoriales periféricos como la
nocicepcion y la inflamacion, asi como funciones autbnomas tales como la
contractilidad del musculo liso en los sistemas vasculares, gastrointestinal y

genitourinario.
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Ademas, las taquicininas estan implicadas en las vias del sistema nervioso central
que median el dolor, la ansiedad, la coordinacion motora y la cognicion. Por lo
tanto, las nuevas taquicininas encontradas en la saliva de los octopodos pueden
proporcionar nuevos conocimientos sobre los requerimientos estructurales del
ligando al unirse a los receptores, lo que permitiria el disefio de taquicininas mas
potentes y selectivas; esto tendria beneficios potenciales en el tratamiento de una
variedad de trastornos incluyendo el sindrome del intestino irritable, sintomas del
tracto urinario inferior, asma, dolor crénico, depresion, enfermedad de Parkinson y

enfermedad de Alzheimer [88].

Todo el proceso de separacién y purificacion a la que son sometidas las GSP,
para dar origen a la fracciones activas F2_1 con actividad paralizante y F2_2 5
con actividad relajamiento-descoordinacion motora, ocasiona que éstas tengan
rendimientos muy bajos de 1.73 % y 0.02 % respectivamente. Esto nos habla de la
baja cantidad en la que se encuentran los compuestos activos dentro de las GSP,
caracteristica destacada de los metabolitos secundarios marinos.

La similitud del perfil cromatografico que presentan las fracciones obtenidas a
partir de la saliva in vivo con respecto a las aisladas a partir de las GSP, confirma
que las fracciones F2_1y F2_2 5 muy probablemente estén presentes en ambos
extractos. Sin embargo, aunque cada forma de obtencién tiene sus ventajas y
desventajas, resulta mas eficiente obtener las fracciones via GSP, en gran medida
porque su recoleccion a partir de los subproductos lleva a la obtencién de 5 kg en
una semana, mientras que se utilizaron 25 pulpos para obtener 1.8 mL de saliva.
Aunado esto, se ha realizado la optimizacion de la metodologia desarrollada,
aunque desafortunadamente la fraccion activa siempre vendra acompafnada de

otros compuestos producto de las GSP.
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9.0 CONCLUSIONES.

1.- El extracto de las GSP obtenidas de los subproductos de la pesqueria resultd
ser activo en el bioensayo in vivo en el cangrejo fantasma y presentd dos tipos de
actividad: neurotdxica (reversible) con un peso menor a 3 kDa (F1_2) y metabdlica
(no reversible) con un peso mayor a 3 kDa (F1_1).

2.- La separacién de la fraccion neurotoxica (F1_2) mediante EFS de fase reversa

(C18-U), ayudo a obtener dos fracciones con diferente actividad:
a) Una con actividad paralizante (F2_1) y muy polar.

b) Una con actividad relajante-descoordinacion motora (F2_2),

medianamente polar.

3.- Los estudios mediante GC-MS de la fraccion con actividad paralizante (F2_1)
dieron a conocer que esta integrada por aminodacidos libres, azlUcares y otras
moléculas; y que muy probablemente la actividad es debida al acido y-

aminobutirico, derivado del acido glutamico.

4.- Los aminod&cidos encontrados en la F2_1 a partir de la saliva in vivo, confirman
la presencia de aminoacidos libres en la saliva y GSP del pulpo. Por tanto, de
acuerdo a los estudios realizados, el pulpo rojo Octopus maya utiliza aminoacidos

libres como parte de su estrategia de alimentacion.

5.- La determinacién del perfil total de aminoacidos de la fraccién (F2_2) con
actividad relajamiento-descoordinacion motora revel6 que las moléculas bioactivas

son de origen proteico.

6.- Se logro aislar un polipéptido mediante separacion biodirigida, con actividad

relajamiento-descoordinacion motora por métodos cromatograficos.

7.- La hidrdlisis acida y el perfil de aminoacidos revel6 que el neuropéptido esta
formado por 9 aminoacidos y que esta amidado.

8.- Los estudios de LC-MS establecieron la secuencia parcial X-X-X-Thr-Phe-Ser-
Ala-Pro-Arg-NH, por lo que muy probablemente se trate de una nueva taquicinina.
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9.- Tanto la fraccion paralizante (F2_1) como la relajante-descoordinacion motora

(F2_2_5) pueden ser obtenidas a partir de las GSP o de la saliva in vivo.

10.- Por lo tanto, el aprovechamiento de las GSP del pulpo Octopus maya para
obtener productos naturales es una alternativa viable que contribuye a la

utilizacion total de los productos obtenidos durante su pesqueria.
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