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RESUMEN  

Estudios recientes consideran que alrededor del 20% de la población mundial sufre 
dolor crónico causado por osteoartritis, cáncer, enfermedades cardiacas o diabetes. El 
tratamiento típico para este tipo de dolor incluye analgésicos periféricos no opioides, pero si 
el dolor persiste es necesario utilizar analgésicos de tipo opioide. En ambos casos se ha 
demostrado la ocurrencia de efectos secundarios severos como alteraciones cardiacas, en el 
caso de analgésicos periféricos, y tolerancia o dependencia, con el uso de opioides. Esto ha 
llevado a la búsqueda de nuevos fármacos con propiedades analgésicas, pero con efectos 
secundarios menores respecto a los fármacos que existen en el mercado.  

Un ejemplo exitoso de este tipo de componente es el PRIALT, obtenido de veneno 
de un caracol marino, cuya potencia analgésica es mayor respecto a la morfina, pero con 
efectos colaterales menores. A la fecha, varios componentes de venenos o secreciones de 
animales con propiedades analgésicas han sido caracterizados, los cuales funcionan mediante 
el bloqueo de nociceptores (receptores encargados de transmitir la señal de dolor), como: 
canales de calcio activados por voltaje de tipo N, canales de sodio activados por voltaje, 
receptores de potencial transitorio (TRP), canales iónicos sensibles a ácido (ASIC), canales 
purinérgicos, entre otros. 

Entre los componentes analgésicos identificados más recientemente se encuentran 
algunos péptidos obtenidos de la secreción de piel de la rana Hyla annectans, conocidos como 
antoxinas. Además, otros estudios reportan la presencia de moléculas con principios 
bioactivos de tipo analgésico a partir de varios anfibios, por ello este trabajo tuvo como 
finalidad la búsqueda de péptidos con potencial antinociceptivo, aislados de la secreción de 
piel de anfibios mexicanos (salamandras, cecilias y ranas).  

En este estudio se logró aislar un péptido a partir de la rana Trachycephalus typhonius 
con actividad analgésica frente a un estímulo térmico (método Hot Plate). El péptido 
denominado Tt7 presentó 59 residuos incluidas cuatro cisteínas y se le determinó una 
estructura tipo Kunitz (una hoja beta-antiparalela y un alfa-hélice en el extremo amino 
terminal). La caracterización bioquímica de Tt7 nos permitió desarrollar un método para su 
producción de manera recombinante, obteniendo el péptido HisrTt7, con el cual logramos 
asignar el siguiente patrón de enlaces disulfuro: Cys1-Cys4 y Cys2-Cys3.  

Por otro lado, los experimentos de imagen de calcio realizados en ganglio de raíz 
dorsal de rata (aplicando como estímulo una solución a pH ácido), lograron asignar a Tt7 
como un posible bloqueador de canales ASIC. Sin embargo, faltaría determinar si Tt7 tiene 
otros blancos moleculares (nociceptores), que se activen con estímulos de tipo térmico, como 
algunos de los miembros de la familia TRP.  
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ABSTRACT 

 
Recent studies consider that around 20% of the world population suffers chronic pain 

caused by osteoarthritis, cancer, heart disease or diabetes. Typical pain treatment includes 
peripheral non-opioid analgesics, but if the pain persists it is necessary to use opioid 
analgesics. In both cases, the occurrence of severe side effects such as cardiac alterations (in 
the case of peripheral analgesics), and tolerance or dependence (with the use of opioids) has 
been demonstrated. This has led to the search for new drugs with analgesic properties, but 
with minor side effects compared to commercial drugs. 

A successful example of this type of component is PRIALT, whose analgesic potency 
is greater than morphine, but with minor side effects. To date, several analgesic components 
from venoms or animal secretions have been characterized, which work by blocking 
nociceptors (receptors responsible for transmitting the pain signal), such as: N-type voltage-
gated calcium channels, voltage-gated sodium channels, transient receptor potential channels 
(TRP), acid-sensing ion channels (ASIC), ATP-gated cation channels, among others. 

Among the most recently identified analgesic components are peptides obtained from 
the skin secretion of Hyla annectans frog, known as antoxins. In addition, other studies report 
the presence of molecules with analgesic activity from several amphibians, so this work was 
aimed at the search for antinociceptive peptides, isolated from the skin secretion of Mexican 
amphibians (salamanders, caecilians and frogs). 

In this study, it was possible to isolate a peptide from Trachycephalus typhonius frog 
with analgesic activity against a thermal stimulus (Hot Plate test). The peptide called Tt7 
presented 59 residues including four cysteines, and a Kunitz type structure (an antiparallel 
beta-strand, and an alpha-helix at the amino terminal) was determined. The biochemical 
characterization of Tt7 allowed us to develop a method for its recombinant production, 
obtaining the HisrTt7 peptide, and we were able to assign the following pattern of disulfide 
bonds: Cys1-Cys4 and Cys2-Cys3. 

On the other hand, calcium imaging experiments performed on dorsal root ganglia of 
rat (applying an acid solution as a stimulus), were able to assign Tt7 as a possible blocker of 
ASIC channels. However, it would be necessary to determine if Tt7 has other molecular 
targets (nociceptors), which are activated with thermal stimuli, such as some of the members 
of the TRP family. 
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1. Introducción 

1.1. Generalidades sobre el dolor 

El dolor es un mecanismo de protección que se manifiesta cuando un tejido se lesiona1, y de 
acuerdo a su escala temporal se puede dividir en dolor rápido-agudo y dolor lento-crónico, 
aunque existen otras diferencias que a continuación se describen.  

El dolor rápido es la consecuencia inmediata ocurrida por la activación de los 
nociceptores mediante estímulos químicos, mecánicos o térmicos, el cual es capaz de 
percibirse en ~0.1 segundos y se puede describir como dolor intenso o punzante, es decir 
tiene una función de protección biológica1–3. Los síntomas psicológicos son escasos y 
limitados a una ansiedad leve1. La manera terapéutica de controlarlo es mediante el 
tratamiento con analgésicos no opioides como paracetamol o medicamentos 
antiinflamatorios no esteroides, entre otros. Sin embargo, existen algunas limitantes con el 
uso de estos medicamentos, ya que dependiendo del individuo y de la concentración 
administrada pueden causar efectos secundarios como náuseas, sangrado estomacal o 
problemas renales4.  

En contraste, el dolor lento es persistente y tarda en aparecer un segundo o más, no 
posee una función protectora y suele estar acompañado por la destrucción de tejidos, más que 
un síntoma se considera como una enfermedad1. Suele ser refractario a los tratamientos y se 
asocia con importantes síntomas psicológicos. De manera convencional se utilizan los 
analgésicos opioides (morfina, metadona, etc.) para el tratamiento de este tipo de dolor1, 
siendo la morfina el opioide empleado por excelencia5. Asimismo, su uso como medicamento 
se ve limitado por los efectos secundarios tan marcados que se manifiestan como la inhibición 
de la movilidad gastrointestinal, depresión respiratoria, tolerancia y dependencia física6–8.  

De acuerdo a su localización el dolor se define como somático o visceral. El somático 
es el resultado de la activación de nociceptores localizados en piel, músculos, articulaciones, 
ligamentos o huesos, se percibe como un estímulo bien localizado circunscrito a la zona 
dañada y caracterizado por sensaciones claras y precisas9. Por otro lado, el visceral procede 
de las vísceras huecas o parenquimatosas, manifestándose como un dolor vago, mal 
localizado y que se extiende más allá de los órganos lesionados, está acompañado por 
respuestas reflejas motoras y autónomas10. 

En función de los mecanismos fisiopatológicos que ocurren el dolor puede 
clasificarse como nociceptivo o neuropático. Siendo el primer caso la consecuencia de 
lesiones somáticas o viscerales, activando el sistema neurofisiológico constituido por 
nociceptores periféricos (terminaciones nerviosas sensoriales con receptores que se activan 
frente a estímulos nocivos), vías centrales de la sensación dolorosa y corteza cerebral; 
mientras que en el segundo caso se altera la transmisión de la información nociceptiva como 
resultado de una lesión o enfermedad del sistema nervioso periférico o central1.  
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1.2. Nociceptores 

Los nociceptores se expresan en las terminaciones periféricas de neuronas bipolares, (las 
cuales presentan su cuerpo neuronal en el ganglio raquídeo de la raíz dorsal), y al activarse 
envían la señal hasta sistema nervioso central. Este tipo de fibras nerviosas se agrupan en 
función de su tamaño y de la velocidad de conducción del estímulo, siendo las de tipo C más 
pequeñas en diámetro y más lentas, a diferencia de las fibras Ab y Ad que además de tener 
mayor diámetro, están recubiertas con vainas de mielina favoreciendo la conducción 
saltatoria y por ende la velocidad de propagación del estímulo Tabla 111,12. Ambas fibras se 
expresan en piel y tejidos somáticos profundos, aunque a nivel visceral predominan las fibras 
de tipo C1. 

Tabla 1. Clasificación de las fibras sensitivas cutáneas y proporción relativa de cada una12. 

Tipo de fibra Diámetro (µm) Mielinización Velocidad de conducción (m/seg) Porcentaje 

Ab >10 Gruesa 30-100 20 

Ad 2-6 Fina 12-30 10 

C 0.4-1.2 Ausente 0.5-2 70 

 
 
En general las fibras C se consideran polimodales porque son sensibles a estímulos 

térmicos, mecánicos y químicos. Por otro lado, los nociceptores Ad pueden ser de tipo I y II, 
siendo los primeros aquellos que reconocen estímulos mecánicos y en ciertas circunstancias 
estímulos térmicos o químicos; a diferencia del tipo II que responden a estímulos térmicos y 
son insensibles a estímulos mecánicos12. 

El dolor integra la función de las fibras nociceptoras para optimizar su efecto 
homeostático en los tejidos, por péptido	 relacionado	al	 gen	de	 la	 calcitocina (o nervio 
motor) son aquellos que envían señales aferentes a la asta dorsal, además de tener una función 
eferente. Estas fibras liberan de forma antidrómica sustancia P y péptido relacionado al gen 
de la calcitocina (CGRP) liberados en el sitio del daño tisular. Ambos neurotransmisores al 
ser liberados provocan vasodilatación, aumento de la permeabilidad vascular y liberación de 
mediadores locales como mastocitos y otras células; tal respuesta es referida como 
inflamación neurogénica, Figura 113,14. 
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Figura 1. Neurotransmisores liberados durante un daño tisular. Tomado de Barrett et al., 201015. 

 
Las neuronas sensoriales utilizan varios receptores, transmisores y moduladores para 

generar diversas respuestas en función de cada estímulo. Los canales iónicos transductores y 
transmisores de potenciales de acción son fundamentales en la señalización del dolor. Por 
ejemplo, los receptores de potencial transitorio (TRP) de la superfamilia de los canales 
iónicos y los canales de potasio de dos poros (TREK), son activados por estímulos como el 
calor, frío, protones, lípidos, fosforilación, alteración de osmolaridades y presión. Otros 
receptores importantes son los canales de sodio activados por voltaje, siendo los subtipos 
Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9, expresados a nivel periférico, los encargados de generar una señal 
de dolor;13 sin embargo, estudios recientes sugieren al subtipo Nav1.1 como un canal 
importante para la transmisión de estímulos nocivos16. Asimismo, los canales sensibles a 
ácido (ASIC), los purinérgicos activados por ATP (P2X), los de calcio tipo-N (Cav-N), entre 
otros, también están involucrados en las respuestas nociceptivas, Figura 214. Cada uno de 
ellos, así como sus variantes se activan por diferentes estímulos y se inactivan con 
antagonistas específicos, como lo indica la Tabla 2. 

 

1.3. Neurofisiología del dolor 

Los diferentes niveles de integración que están involucrados en la percepción del dolor 
inician con la transducción del estímulo nocivo a potenciales de acción, lo cual ocurre a nivel 
de receptores especializados llamados nociceptores. Posteriormente, el potencial de acción 
se propaga para transmitir la señal dolorosa por la vía ascendente del sistema nervioso 
periférico y central, siendo este último el que se encargará de modular o atenuar la señal 
nociva (o nociceptiva). Finalmente, la conjunción de todos estos procesos con la experiencia 
emocional de cada persona se percibe como dolor. 
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Figura 2. “Canales iónicos en los nociceptores tipo C peptidérgicos. Los nociceptores, particularmente las fibras C, son 
altamente heterogéneos. Una población peptidérgica de nociceptores C expresan sustancia P y CGRP, además de L-
glutamato, que es el neurotransmisor primario. Otros marcadores de los nociceptores C peptidérgicos son el receptor de 
la tirosina cinasa A (trkA) para el factor de crecimiento del nervio (NGF) y el potencial transitorio del receptor (TRP) de 
canales vaniloide tipo 1 (TRPV1) y anquirina 1 (TRPA1). Los nociceptores también expresan un repertorio único de canales 
de potasio (K+), incluyendo voltajes dependientes (Kv), activados por Ca2+ (KCa) y canales con dos dominios de poros (K2p); 
canales catiónicos sensibles a ácido (ASIC); canales activados por la hiperpolarización y modulados por nucleótidos 
cíclicos (HCN); y canales de cloro (Cl-) activados por calcio (Ca2+) de la familia de la proteína transmembrana 16 
(TMEM16). La actividad de estos canales está regulada por productos de la inflamación, incluyendo protones (H+), 
prostaglandina E2 (PgE2), adenosin trifosfato (ATP) y bradicinina, actuando a través de sus respectivos receptores 
acoplados a proteína G (GPCR) a través de vías desencadenadas por Gq- o Gs. Como también citosinas, NGF, especies 
reactivas de oxígeno (ROS), óxido nítrico y ácido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE) también sensibilizan 
directamente los canales TRPV1 y TRPA1. La liberación de neurotransmisor a nivel del asta dorsal está regulada de forma 
negativa por varias señales actuando a través de receptores acoplados a Gi/o, incluyendo ácido g-aminobutírico (GABA), 
opioides, canabinoides (receptores CB1) y adenosina (receptores A1)”. Tomado de Bernarroch, 201514. 
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Tabla 2. Principales nociceptores y algunos de sus bloqueadores. Se indica la concentración inhibitoria 50 (IC50) con 
cada bloqueador. 

Canal Estímulos 
activadores Bloqueadores IC50 de bloqueadores Ref 

ASIC 3 Ácido 
Mecánico 

Amilorida (ASIC humano) 
Amilorida (ASIC rata) 
Aspirina/Diclofenaco 
APETx2  

16 µM (pH 4)  
63 µM (pH 4)  
~92 µM (corr. sostenida) 
~0.063 µM 

17, 18 

ASIC2b+3 Ácido 
Mecánico 

APETx2  
 

~0.117 µM (ác. salicílico 
y diclofenaco) 

17 19 

ASIC1b+3 Ácido 
Mecánico 

Amilorida  
APETx2  

112 µM 
~0.9 µM 

17 

ASIC1a+3 Ácido 
Mecánico 

APETx2  ~2 µM 17 20 

ASIC1a+2a Ácido Amilorida  
Mambalginas  

20 µM (pH 4)  
0.246 µM 

17 

ASIC1a+2b Ácido PcTx1 (psalmotoxina)  
Mambalginas  

~0.0027 µM  
0.061 µM 

17 

TRPV1 Calor >42 ºC 
Ácido 
Irritante 

Voacangina  
Capsazepina  
 

50 µM (capsaicina)  
0.324 µM (capsaicina) 

21 

TRPV2 Calor >52 ºC 
Químicos 

Bloqueo con rojo rutenio, 1 µM 
Bloqueo con SKF 96365, 259 µM 

ND 
ND 

22 

TRPV3 Calor >33 ºC 
Irritante 

WO 2006122156 A2 (patente)  1 µM 23 

TRPA1 Frío <17 ºC 
Ácido 
Irritante 
Mecánico 

HC-030031 humano  
AP18 ratón  
AP18 humano  

6.2 µM 
4.5 µM 
3.1 µM 

23 

TRPM3 Calor >30 ºC 
Químico 

Diclofenaco  
Maprotilina  
Primidona  

6.2 µM 
1.3 µM 
0.6 µM 

24 

TREK-1 Frío <25 ºC 
Mecánico 
Ácido 

Prozac  
Norfluoxentina  

19 µM 
9 µM 

25 

TRPM8 Frío <25 ºC 
Químicos 

BCTC  
Voacangina  

0.143 µM 
9 µM (capsaicina) 

23,26 

Nav1.7 Mediadores 
inflamatorios 

TTX (tetordotoxina) 
Benzazepinona  

0.004 µM 
0.09 µM 

27,28 

Nav1.8 NGF TTX 
Pirazina  

60 µM 
0.030 µM 

28 

Nav1.9 Mediadores 
inflamatorios 

TTX  40 µM 28 

P2X3 Mecánico 
(ATP) 

Pyrrolopyrimidinona  0.013-0.03 µM 29 

ND,	IC50	no	determinada.	

1.3.1. Transducción 

La transducción inicia cuando un estímulo es percibido por los nociceptores, los cuales son 
capaces de activar y modificar la sensibilidad. La activación ocurre cuando un estímulo se 
convierte en una señal eléctrica o potencial de acción como consecuencia de la fuerza motriz 
eléctrica generada por la concentración de iones en el medio intracelular y extracelular11. 
Posteriormente, los potenciales de acción se propagan a lo largo de los axones de las fibras 
aferentes A ó C hasta la terminal nerviosa que desemboca en las láminas I y II del cuerno 
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dorsal de la médula espinal Figura 3. Las láminas son estructuras formadas dentro de la 
espina dorsal como resultado de la organización topográfica de células y fibras, cuya función 
principal es la modulación sensorial. Las láminas I a IV se encargan de las sensaciones 
exteroreceptivas, pero las láminas más superficiales I y II están involucradas de manera 
directa en la nocicepción (sensaciones dolorosas).  

 

1.3.2. Transmisión   

Una vez que la señal nociva es transmitida por la neurona de primer orden hasta las láminas 
I y II se liberan neurotransmisores pro-nociceptivos como el glutamato y la sustancia P, que 
son los activadores de las neuronas postsinápticas ubicadas en el cuerno dorsal, permitiendo 
la continuación de la señal aferente a través del haz espinotalámico11. La conducción por este 
haz es la vía más importante para la transmisión de las señales aferentes del dolor que viaja 
de la médula espinal a la corteza, y se divide en neoespinotalámico y paleoespinotalámico.  
 El haz neoespinotalámico es la vía primaria para la señal de dolor rápido, por lo que 
se compone de fibras tipo Ad que transmite principalmente estímulos mecánicos y térmicos. 
Estas fibras finalizan en la lámina I (núcleo marginal) de las astas dorsales y, tras la liberación 
de sustancias como el glutamato, excitan a las neuronas de segundo orden que se cruzan al 
lado opuesto de la médula pasando por las comisuras anteriores (cruce ipsolateral), para luego 
ascender en dirección al encéfalo por las columnas anterolaterales y, finalmente, terminar en 
el tronco encefálico y el tálamo Figura 3. La activación de esta vía permite localizar el sitio 
exacto del dolor, así como su intensidad 1.  
 El haz paleoespinotalámico transmite el dolor lento crónico a través de fibras de tipo 
C, siendo la sustancia P el neurotransmisor principal en esta vía. Las fibras C son capaces de 
percibir estímulos químicos (H+, K+, histamina, bradicinina, etc.) que surgen como 
consecuencia de daños tisulares, o bien, por causa de algún proceso inflamatorio Figura 1. 
Las fibras neuronales se proyectan hacia la circunvolución poscentral de la médula y se 
extienden en forma bilateral a los núcleos inespecíficos del tálamo, alcanzando las zonas 
frontales de la corteza Figura 3. Las conexiones neuronales tan amplias evita que los 
estímulos nocivos no puedan localizarse con precisión, llegando a ser difusos1. 
 

1.3.3. Modulación 

La percepción del estímulo doloroso es sensibilizada en el cerebro por numerosas clases de 
canales iónicos y receptores que participan en la propagación y procesamiento de las señales, 
lo que lleva a la activación del sistema de modulación endógeno del dolor. Este sistema está 
conformado por neuronas intermedias dentro de la capa superficial de la médula espinal y los 
tractos neurales descendentes, mismos que se encargan de inhibir las señales nociceptivas. 
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Comienza la liberación de endorfinas, encefalinas y dinorfinas a través de las neuronas 
moduladoras descendentes, localizadas en la sustancia gris periacueductal del mesencéfalo, 
las cuales se proyectan hacia la formación reticular medular y al locus cerúleo; iniciando la 
producción de serotonina y norepinefrina, respectivamente. A partir de esta zona las fibras 
nerviosas descendentes se proyectan hasta el funículo dorsolateral de la médula espinal, 
haciendo sinapsis con la neurona aferente primaria. 

La liberación de los neurotransmisores opioides, así como la serotonina y norepinefrina 
inhiben la liberación de transmisores del dolor secretados en las neuronas aferentes 
nociceptivas, evitando la señal de dolor1,30. 
 

    

Figura 3. Neurofisiología general del dolor. “A) Estimulación de las fibras C por lesión intradérmica generando dolor 
agudo, también se muestra el dolor generado por estímulo mecánico cerca del sitio de la lesión (hiperalgesia primaria, 
sensibilidad aumentada al dolor) y el área de hiperalgesia secundaria (dolor mecánico  aumentado por un estímulo nocivo) 
que queda fuera del área de hiperalgesia primaria y es producida por la activación de los receptores N-metil-D-aspartato 
(NMDA) y el sistema nervioso central (SNC), activado como consecuencia de los impulsos nociceptivos aferentes. B) 
Cuando se presentan estímulos de tipo mecánico, térmico o químico, los nociceptores conducen las señales aferentes hacia 
la médula espinal. C) El asta dorsal de la médula espinal constituye el primer centro de relevo sensorial en el SNC. La 
señal nociceptiva que llega a este nivel es sometida a una modulación antes de definir su vía ascendente. D) En función de 
las áreas de activación en el tálamo y la corteza cerebral, las proyecciones secundarias como el tracto espinotalámico, el 
tracto de la columna dorsal y otras vías nociceptivas conducirán la señal de dolor”. Tomado de Oaklander, 201113. 
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1.4. Epidemiología del dolor  

A la fecha se estima que 20% de la población adulta a nivel mundial sufren problemas de 
dolor, siendo las afecciones de tipo crónico y neuropático las de mayor incidencia31. El 
manejo inadecuado de este padecimiento puede tener consecuencias a nivel social, 
psicológico y económico, reduciendo significativamente la calidad de vida, por ello existen 
estrategias combinadas para el manejo del dolor como: procedimientos quirúrgicos, 
fisioterapia e intervenciones farmacológicas. Como terapia de primera línea se utilizan 
fármacos AINE (antiinflamatorios no esteroideos) y opioides administrados por vía oral, 
aunque en algunos casos se requieren antidepresivos y anticonvulsionantes. No obstante, 
alrededor del 30% de los pacientes tratados con terapia de primera línea no muestran mejoría, 
lo cual se debe en parte a la dosis permitida para algunos medicamentos, incluso con la 
administración adecuada de los fármacos, su uso a largo término está asociado con efectos 
secundarios severos como ocurre con el uso de los opioides11.  

Entre las afecciones que provocan el dolor neuropático se encuentra la diabetes como 
una de las más importantes. Estudios epidemiológicos estiman la prevalencia de diabetes en 
366 millones de personas a nivel mundial, tan sólo en 2011, y se predice un aumento a 566 
millones para 203032. Por esta razón, el desarrollo de agentes farmacológicos para tratar 
neuropatía periférica, en diabéticos, resultan atractivos para varias farmacéuticas.  

Hasta el 2013 sólo siete agentes han sido aprobados en Estados Unidos para el 
tratamiento de afecciones que provocan dolor neuropático: lidocaína (parche transdérmico), 
gabapentina, duloxentina, pregabalina, gabapentina (gastro-retentiva), capsaicina (parche 
transdérmico) y tapentadol32. Por ello, los avances en farmacología se centran en evaluar 
rutas de administración alternas, así como la identificación de nuevos componentes con 
blancos moleculares más específicos6,11.  

 

1.5. Analgésicos en la terapia para el dolor  

El objetivo del uso de analgésicos como tratamiento farmacológico para el dolor consiste en 
modificar los mecanismos periféricos y centrales implicados en la aparición del dolor. 
Aunque también se debe considerar la baja respuesta a los analgésicos convencionales y la 
dificultad que implica el tratamiento en cada caso, como puede ser la vía de administración, 
efectos secundarios, costos, etc.  

El uso de analgésicos no opioides como son los salicilatos y AINE, están indicados 
en enfermedades musculoesqueléticas, ya que pueden reducir el dolor y la inflamación de 
algunas enfermedades crónicas. Por otro lado, los analgésicos opioides se emplean para el 
dolor visceral moderado o intenso. A continuación, se describe brevemente la clasificación 
de los analgésicos de acuerdo a la OMS33. 
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1.5.1. Analgésicos opioides 

El término opioide se refiere a todos los productos con afinidad a los receptores opioides, ya 
sea exógenos (incluyendo los derivados del opio) o endógenos (como endorfinas y 
encefalinas). Mientras que el término opiáceo se refiere exclusivamente a los productos 
derivados del opio (Papaver somniferum) como la morfina, codeína, papaverina, etc. 34,35 
Estos componentes se caracterizan porque el aumento de dosis disminuye el dolor, aunque 
también aumentan los efectos adversos. 

Previo al conocimiento de los opioides endógenos como las encefalinas se había 
postulado sobre la existencia de los receptores opioides, debido a las respuestas 
farmacológicas que se presentan después de la administración de una sustancia opioide. Fue 
en 1973 cuando se identificaron dos receptores opioides en cerebro de ratón: el receptor µ 
activado por morfina, que induce analgesia supraespinal y, el receptor k activado por 
ketaciclazocina, que provoca analgesia espinal35,36. Años más tarde se identificó el receptor 
d, que induce analgesia, pero en menor medida en comparación al receptor µ. Asimismo, se 
propusieron diferentes subtipos para cada uno: µ1, µ2, d1, d2, k1, k2 y k3

37. A la fecha se han 
caracterizado 17 receptores opioides entre los que figuran  e, i, l y z como los más 
representativos; estos son capaces de reconocer ligandos como las b-endorfinas, pero sus 
efectos principales no son precisamente analgésicos, en algunos casos responden más al 
estrés, mientras que en otros aún se desconoce su acción38. 

A nivel estructural se sabe que los receptores µ, d y k, pertenecen a la familia de 
receptores acoplados a proteínas G, en particular a aquellos que se internalizan después de 
ser fosforilados, indicándonos que se localizan a nivel transmembranal. También se sabe que 
estas proteínas son de tipo Gi, es decir, son capaces de inhibir la actividad de la adenilato 
ciclasa, reduciendo significativamente el AMPc37,39. Con esto se sugieren dos posibles 
respuestas fisiológicas, la primera se refiere al cierre de los canales de Ca+2 dependientes de 
voltaje en las terminales presinápticas de neuronas primarias, las cuales conducen señales 
nociceptivas, y consecuentemente, la reducción de liberación de neurotransmisores. La 
segunda alternativa consiste en la activación de canales de potasio en la neurona postsináptica 
de vías de conducción de dolor, ocasionando una hipepolarización37,40. 

1.5.2. Analgésicos no opioides 

Los salicilatos y otros AINE, son analgésicos no opioides con actividad antiinflamatoria. Se 
caracterizan por no pertenecer a la clase de los narcóticos y actuar bloqueando la síntesis de 
prostaglandinas, mediante inhibición de la enzima ciclooxigenasa 1 y 2 (COX-1, COX-2); 
sin embargo, las prostaglandinas mantienen la integridad y proliferación de la mucosa 
gástrica asegurando un adecuado riego sanguíneo, por lo que la inhibición de éstas también 
resulta muchas veces contraproducente41. Este grupo de analgésicos se caracteriza por tener 
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un techo analgésico, es decir, existe una dosis a partir de la cual incrementos del fármaco 
aumentan los efectos secundarios sin que esto se traduzca en una mayor eficacia analgésica. 

Entre los salicilatos más empleados se encuentra el ácido acetilsalicílico o aspirina, 
teniendo como efectos principales los antiinflamatorios, analgésicos, antipiréticos y 
antiagregantes; tras su administración por vía oral, la dosis se absorbe a través del tubo 
gastrointestinal. Se administra para el tratamiento del dolor leve o moderado, como la cefalea, 
crisis agudas de migraña, dolor musculoesquelético transitorio y dismenorrea, y para reducir 
la fiebre. El ácido acetilsalicílico se debe evitar en niños menores de 16 años, debido al riesgo 
de síndrome de Reye (encefalopatía y hepatopatía), y en niños o adolescentes con infección 
vírica o fiebre33. 

Por otro lado, los AINE como el ibuprofeno, tienen efectos analgésicos, 
antiinflamatorios y antipiréticos. A una dosis completa regular, tienen un efecto analgésico 
y antiinflamatorio duradero, por lo que están indicados en el dolor continuo y regular. El 
diclofenaco y el naproxeno combinan una actividad antiinflamatoria de moderada potencia 
con una incidencia de efectos adversos relativamente baja (pero la incidencia es mayor que 
la del ibuprofeno). El ibuprofeno está indicado para el tratamiento del dolor leve o moderado, 
y para el tratamiento del dolor y la inflamación de la artritis reumatoide y la artritis juvenil. 
También puede ser útil en cuadros más inespecíficos de dolor de espalda y enfermedades de 
tejidos blandos. Los efectos adversos más frecuentes son generalmente gastrointestinales, 
como náusea, vómitos, diarrea y dispepsia, aunque también se han descrito reacciones de 
hipersensibilidad, como anafilaxia, broncoespasmo y erupción cutánea; así como retención 
de líquidos33. 

A diferencia de la aspirina y los AINE el paracetamol es un analgésico no opioide con 
escasa o nula actividad antiinflamatoria. Está indicado en el tratamiento del dolor leve o 
moderado, como la cefalea y las crisis agudas de migraña. Se utiliza en pacientes en los que 
los salicilatos u otros AINE están contraindicados, como los asmáticos o con antecedentes 
de úlcera péptica, o en niños menores de 16 años en los que los salicilatos se deben evitar a 
causa del riesgo de síndrome de Reye. Su poca actividad antiinflamatoria, limita su utilidad 
para el tratamiento a largo plazo del dolor asociado a inflamación; sin embargo, es útil en el 
tratamiento de la artrosis, en la que el componente inflamatorio es mínimo. Una 
sobredosificación puede producir necrosis hepatocelular, y con menor frecuencia, necrosis 
tubular renal33. 

1.6. Péptidos emergentes con actividad analgésica provenientes de animales 

Actualmente se han identificado componentes con capacidad analgésica en el veneno o 
secreciones de: anémonas, conos marinos, arañas, reptiles y anfibios42,43. El caso más 
representativo es el péptido w-conotoxina MVIIA obtenido del veneno de un cono marino44. 
Asimismo, también se han aislado los péptidos: APETx2 de anémona, µ-SLPTX-Ssm6a de 
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escolopendra, ß-TRTX-Tp2a de araña, Mambalgina-1 de serpiente y Dermorfinas de ranas, 
entre muchos otros. Todos ellos han mostrado tener un efecto analgésico mayor con respecto 
a otros que se encuentran disponibles para su venta comercial, y en algunos casos han 
demostrado tener especificidad en nociceptores Figura 445–48. 
 

 
Figura 4. Toxinas de animales y sus blancos de acción en células de mamíferos. Tomada y modificada con permiso de 

Diochot49. 

 

1.6.1. El descubrimiento del Prialt® 

Los conos o caracoles marinos (género Conus) son predadores invertebrados venenosos que 
comprenden alrededor de 700 especies, cada especie de cono produce de 100 a 200 péptidos 
en su veneno que son utilizados para inmovilizar y digerir a su presa, así como también para 
defenderse de sus depredadores50. Se ha demostrado que muchos péptidos de conos tienen 
blancos específicos a canales iónicos activados por ligando y dependientes de voltaje 
localizados en el sistema nervioso de sus presas, aunque también se ha visto que actúan sobre 
canales iónicos homólogos de mamíferos51. 

Los péptidos de conos marinos como las µ-conotoxinas y w-conotoxinas, 
generalmente son utilizadas como estándares en el área de la neurociencia. Las µ-conotoxinas 
son utilizadas para inmovilizar los músculos esqueléticos sin afectar los eventos sinápticos o 
axonales, ya que tienen la habilidad de bloquear los canales de Na+ musculares del subtipo 
Nav1.4, pero no los canales de Na+ de los subtipos Nav1.1-Nav1.3 y Nav1.6-Nav1.9. Por otro 
lado, las w-conotoxinas son usadas como estándares de agentes farmacológicos en 

Anntoxin
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investigaciones relacionadas a los canales de Ca+2 activados por voltaje, y son utilizadas 
como bloqueadores en la liberación de neurotransmisores; además, han sido utilizadas para 
diagnosticar enfermedades relacionadas a los canales de Ca+2, como el síndrome de Lambert-
Eaton11,52.  

De todas las conotoxinas conocidas w-conotoxina MVIIA, aislada de Conus magus, 
es la más importante hasta el momento. Es un péptido con blanco de acción sobre los canales 
de Ca+2 tipo N, los cuales están relacionados con la algesia en el sistema nervioso. Su 
equivalente sintético se conoce como ziconotide (Prialt®; Elan Pharmaceuticals, Inc.), y fue 
el primer fármaco derivado del veneno de un cono en ser aprobado en Estados Unidos por la 
Food and Drug Administration (FDA). Actualmente es utilizado para el tratamiento de dolor 
crónico severo siendo su vía de administración intratecal53,54. 

Otros péptidos derivados de conos marinos como CGX-1007, CGX1160, CGX-1051, 
ACV1 y Xen2174, están siendo probados en tratamientos clínicos. CGX-1007 (Conantokin 
G), aislado de Conus geographus, es un antagonista del receptor NMDA está siendo probado 
para el tratamiento de convulsiones epilépticas. CGX1160 (Contulakin-G), también de C. 
geographus, es un agonista del receptor de neurotensina subtipo 1 (NTS1), y se está 
evaluando para el tratamiento del dolor crónico severo en pacientes que requieren 
administración de fármacos vía intratecal. CGX-1051 aislado de Conus purpurasens, es un 
inhibidor del canal de K+ y es utilizado como un tratamiento potencial en los infartos al 
miocardio. ACV1 (conotoxina Vc1.1), identificado en Conus victoriae es un antagonista del 
receptor nAChR, está siendo empleado en dolor de tipo neuropático crónico y post 
quirúrgico. Además, otros componentes de venenos de conos han mostrado tener actividades 
como: inducción antinociceptiva, antiepiléptica, neuroprotectora o cardioprotectora, entre 
otras44.   
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2. Antecedentes 

2.1. Secreciones de piel de anfibios como fuente de biomoléculas 

La amplia distribución de este grupo de vertebrados a nivel mundial nos habla de su gran 
capacidad de adaptación morfológica, fisiológica, bioquímica y conductual, motivo que los 
convierte en parte fundamental de la cadena alimenticia, ya sea como presas o predadores. 
Entre sus presas se incluyen tanto insectos como artrópodos, aunque algunos tienen hábitos 
carnívoros, en cuanto a sus predadores pueden variar desde reptiles hasta mamíferos 
superiores55.  

Los anfibios no poseen medios de defensa como dientes, garras o espinas, por lo que 
se ven obligados a recurrir a otros sistemas de defensa. Por ejemplo, en el caso de los anuros, 
cuando se sienten amenazados hinchan de aire sus pulmones para que sean difíciles de 
ingerir, o bien, permanecen inmóviles y después saltan sorpresivamente al tiempo que 
expulsan su orina. Sin embargo, el mecanismo de defensa más importante descrito en anfibios 
es su piel, la cual no sólo es esencial para su respiración cutánea y para mantener su humedad 
corporal, también es capaz de secretar sustancias nocivas cuando se aplica una presión 
externa sobre los animales, llegando a ser altamente tóxicas en algunos casos56–58. 

Estructuralmente su piel está constituida por dos capas: la epidermis y la dermis; la 
primera corresponde a la más superficial o externa, mientras que la segunda está situada entre 
la epidermis y el tejido muscular. En la dermis podemos ubicar las glándulas de mucosa 
encargadas de regular tanto la humedad como la viscosidad de la piel, dos características 
constantes en estos animales56. En esta misma capa, aunque en menor proporción se sitúan 
las glándulas granulares o venenosas, en ellas se sintetizan una gran cantidad de componentes 
químicos con diferentes actividades biológicas58.  

Las secreciones son mezclas heterogéneas de biomoléculas que resultan irritantes o 
tóxicas para sus depredadores, incluso sirven para protegerlos de algunos microorganismos 
patógenos como hongos, bacterias y protozoarios59,60. Hasta el momento los diferentes 
componentes identificados se agrupan en: 1) aminas biogénicas, 2) esteroides, 3) alcaloides 
y 4) péptidos y proteínas. 

El grupo de aminas biogénicas se subdivide a su vez en tres tipos de compuestos: a) 
indol-alquilaminas y derivados N-metilados, b) imidiazol-alquilaminas e hidroxifenil-
alquilaminas y c) epinefrina y derivados de norepinefrina. De estos podemos destacar el 
grupo de las indol-alquilaminas por las propiedades alucinógenas, hipertensivas y 
vasoconstrictoras que presentan, pudiendo producir convulsiones en algunos casos61. 

Los componentes del segundo grupo se caracterizan por presentar un núcleo de tres 
hexanos y un pentano conocido como núcleo esteroide. Un ejemplo representativo de este 
grupo son las bufotalinas (obtenidas de secreciones de piel de los sapos del género Bufo), las 
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cuales presentan propiedades cardio-aceleradoras y en algunos casos efectos anestésicos 
locales62.  

Los alcaloides, miembros del tercer grupo, son bases nitrogenadas exclusivas de 
plantas y artrópodos, cuya importancia está dada por los efectos psicoactivos que provocan. 
Sin embargo, es posible encontrar alcaloides en las secreciones de algunos anfibios porque 
gran parte de su dieta está constituida por pequeños insectos. Entre los alcaloides más 
estudiados encontramos las bufoteninas, y al igual que las bufotalinas también se aislaron a 
partir de las secreciones de sapos63. 

El cuarto grupo incluye oligopéptidos, péptidos y proteínas, mismos que han 
mostrado actividades biológicas de tipo antimicrobianas, antifúngicas, analgésicas, entre 
otras. Por ello este grupo se ha convertido en uno de los más interesantes desde el punto de 
vista farmacológico64–66. 

2.2. Péptidos bioactivos identificados en anfibios 

Los primeros trabajos realizados con extractos de piel de anfibios se realizaron con miembros 
del orden anura (ranas y sapos), principalmente de la familia Phyllomedusinae, a partir de los 
cuales lograron identificar diferentes componentes de naturaleza peptídica con actividades 
tipo ceruleína (estimulador de secreciones gástricas), traquicinina (neuropéptido), 
bradicinina (vasoactivo), bombesina (liberador de gastrina), sauvagina (osmoregulador), 
entre otras67–70. Sin embargo, fue hasta 1980 cuando se identificaron componentes peptídicos 
con actividad analgésica tipo opioide67,70. Estudios más recientes han identificado 
componentes con otro tipo de efectos interesantes, tales como inhibidores de serino-
proteasas, enzimas con actividad fosfolipasa A2, inhibidores de canales de sodio activados 
por voltaje sensibles a tetradotoxina y analgésicos de tipo local45,46,71–73. 

En cuanto al orden urodela (salamandras, sirenas y tritones), podemos citar los trabajos con 
extractos de piel de salamandras pertenecientes a los géneros Salamandra, Eurycea, 
Ambystoma, Plethodon, Taricha y Nothophthalmus; así como estudios de tritones del género 
Triturus y de la sirena Pseudobranchus striatus59,67,71. Además de la tetrodotoxina 
identificada en Nothophthalmus viridescens, destaca el alcaloide samandarina obtenido a 
partir de Salamandra salamandra terrestris. Sobre la samandarina se sabe que presenta 
efectos anestésicos locales; no obstante, su alta toxicidad en mamíferos (LD50=70 µg/kg 
ratones y LD50=700-900 µg/kg perros), limita su uso terapéutico. Hasta el momento se 
desconoce el mecanismo de acción de este alcaloide, aunque se sabe que actúa sobre médula 
espinal, causando sobre-excitación muscular, hipertensión, pupilas dilatadas, sialorrea, 
convulsiones, disnea, parálisis y eventualmente la muerte74,75.  

En el caso del orden gymnophiona (cecilias), los estudios se ven limitados tanto por 
el número de especies, considerablemente menor respecto a otros anfibios, así como por las 
áreas de distribución de estos animales a nivel mundial. Sobre las cecilias existe un trabajo 
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de la especie Chthenoherpeton indistinctum67, y otro más con Siphonops paulensis, 
encontrando que la secreción de S. paulensis presenta actividad hemolítica y citotóxica76,77.  

Cabe destacar que la preparación de extractos de piel involucra el sacrificio de los 
animales, provocando un daño irreparable a la biodiversidad, siendo esto una de las causas 
para que en estudios subsecuentes se comenzara a trabajar con biopsias o con las secreciones 
de piel, más que con los extractos. Los métodos para toma de muestras por biopsia son los 
rutinarios, mientras que para la obtención de secreciones se requiere administrar un agente 
químico71, un estímulo manual58,78, o un estímulo eléctrico66,79,80.  

Algunos ejemplos de obtención de biopsias se describen en el trabajo de Cardall81, 
donde se indica la toma de muestras a partir de la piel del tritón Taricha granulosa con fines 
de evaluar si este anfibio sintetizaba tetradotoxina81. Para el caso de estímulo químico 
podemos citar el trabajo de Smith y colaboradores, donde inducen la producción de 
secreciones de piel mediante norepinefrina, una catecolamina sintetizada en respuesta a 
estrés71, o bien el trabajo con cecilias de Schwartz donde satura el aire con éter etílico77. Para 
el caso del estímulo por presión manual podemos citar el trabajo de Pimenta, donde mostró 
la efectividad para obtener secreciones de la rana Phyllomedusa hypochondrialis, la cual 
presenta proteínas y péptios bioactivos capaces de inducir fisiopatologías locales o sistémicas 
en ratón, tales como hiperemia, edema, necrosis, entre otras78.  

Sin embargo, la técnica de estimulación eléctrica es la más utilizada, al respecto 
podemos citar el trabajo de Chen, quienes a su vez demostraron la posibilidad de hacer 
transcriptómica (construyendo bibliotecas de cDNA) a partir de las secreciones de piel de 
seis especies de ranas (Agalychnis callidryas, Pachymedusa dacnicolor, Xenopus laevis, 
Rana pipiens, Litoria caerulea, Kassina maculata) y un sapo (Bombina maxima), 
aprovechando la liberación de restos celulares que se desprenden durante el proceso de 
estimulación, a partir de los cuales se puede obtener RNA79. 

En referencia a los estudios de secreciones de anfibios mexicanos existen trabajos con 
Agalychnis callidryas, Bufo marinus, Hyla eximia y Pachymedusa dacnicolor, entre otros, 
siendo las últimas dos especies endémicas de nuestro país. Entre los grupos mexicanos 
podemos citar el análisis peptidómico en P. dacnicolor desarrollado por Batista, quien logró 
identificar: dos inhibidores de proteasas, una bradicinina con una modificación 
postraduccional y nuevos péptidos antimicrobianos tipo dermaseptina, pero no identificó 
péptidos de tipo analgésico66. Asimismo, el estudio con H. eximia mostró la presencia de 
componentes peptídicos con actividad antimicrobiana y antiparasitaria82. No obstante, no 
lograron identificaron péptidos analgésicos que se han aislado en especies de este mismo 
género, aunque localizadas en continentes distintos.  
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2.2.1. Péptidos opioides secretados por anfibios 

Las secreciones de las ranas del Amazonas (Pyllomedusa bicolor) han sido utilizadas durante 
décadas por la tribu Matses durante ritos chamánicos para mejorar la suerte durante la 
cacería; no obstante; cuando eran frotadas en heridas de piel expuestas, las secreciones 
causaban efectos cardiovasculares y gastrointestinales severos en poco tiempo, seguidos de 
afecciones a nivel central como el incremento en la fuerza física, aumento de los sentidos, 
resistencia al hambre y la sed, así como exaltaciones ante respuestas de estrés Figura 583.  

A pesar del conocimiento sobre los efectos causados por las secreciones de P. bicolor, 
pasaron varios años antes de lograr identificar y sintetizar por primera vez un péptido con 
actividad analgésica tipo opioide a partir de P. bicolor69,70,84,85. Entre las características de 
este heptapéptido se observa la ocurrencia de una D-alanina en la segunda posición y la 
amidación en su extremo carboxilo, convirtiéndose en el primer péptido natural que mostraba 
un aminoácido con este tipo de isomería65,86, esta peculiaridad sumada a su gran especificidad 
sobre el receptor opioide µ, le valieron su denominación como dermorfina. Años más tarde 
se identificaron variantes peptídicas con características semejantes Tabla 365,70,72,87.  
 Estudios posteriores con librerías de cDNA, diseñadas a partir de pieles de la rana 
Phylomedusa sauvagei, mostraron la existencia de otros péptidos con cierta similitud a las 
dermorfinas, pero con una D-metionina en la segunda posición y alta especificidad hacia el 
receptor opioide d, por lo que se les agrupó en otra familia, las deltorfinas Tabla 370,88.  

Con el descubrimiento de las dermorfinas y las deltorfinas se iniciaron varios estudios 
a nivel bioquímico y biológico, con el fin de determinar su potencial en la industria 
comercial8,65. Uno de los primeros estudios de éstos péptidos, refería a la ocurrencia natural 
del aminoácido en conformación D, logrando determinar el precursor de cDNA codificado 
por un L-isómero, por lo que se pensó que la conversión a D-enantiómero estaba mediado 
por una inusual modificación postraduccional70. Fue hasta el 2011 que se logró identificar 
una enzima denominada peptidil-aminoacil-L/D-isomerasa a partir del sapo Bombina 
orientalis, cuya función era (como su nombre lo indica) invertir la quiralidad del carbono a 
del segundo residuo72.  

En cuanto a su estructura, podemos observar un tripéptido N-terminal común en 
ambas familias (Tyr-D-Xaa-Phe), dominio indispensable para la unión a los receptores 
opioides; aunque el dominio esencial para la selectividad al tipo de receptor está en el 
extremo carboxilo87. En las dermorfinas el dominio carboxilo está cargado positivamente, 
favoreciendo la unión en los dominios II y III del receptor µ, que están cargados 
negativamente. Por el contrario, el tetrapéptido carboxilo de las deltorfinas tiene carga 
negativa, aumentando la selectividad hacia el sitio de unión de los receptores d que mantienen 
carga positiva70. 
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Tabla 3. Afinidad de dermorfinas y deltorfinas hacia los receptores opioides µ, ∂ y k, así como su potencia analgésica en rata vía intracerevroventricular o subcutánea70. 

Componentes Estructura 
Organismos en donde se 

han identificado 
Ki, nM (mean ± S.E.) Analgesia 

AD50 (nmol/rata) µ ¶ k 

Morfina C17H19NO3 Papaver somniferum 11 ± 1.5 500 ± 48 -- 8.7 ± 1.1 

Dermorfinas       

Dermorfina Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Ser-NH2 P. sauvagei, P. burmeisteri, 
P. rohdei, P. hypochondrialis, 
P. tarsius, Agalychnis sp. 

0.6 ± 0.02 929 ± 41 8162 ±979 0.035 ± 0.01 

[Hyp6]der Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Hyp-Ser-NH2 P. sauvagei, P. burmeisteri, 
P. rohdei, P. hypochondrialis, 
P. tarsius, Agalychnis sp. 

0.7 ±0.03 1200 ±131 -- -- 

[Lys7]der Tyr-D-Ala-Phe-Gly-Tyr-Pro-Lys P. bicolor 
 

0.09 ± 0.008 1150 ± 185 617 ± 66 0.026 ± 0.009 

[Trp4,Asn7]der Tyr-D-Ala-Phe-Trp-Tyr-Pro-Asp Macerado de piel de varias 
especies de la subfamilia 
Phyllomedusinae  

0.32 ± 0.026 690 ± 57 427 ± 47 2.86 ± 0.31 

[Trp4,Asn5]der Tyr-D-Ala-Phe-Trp-Asp Macerado de piel de varias 
especies de la subfamilia 
Phyllomedusinae 

0.9 ± 0.052 480 ± 45 177 ± 12 0.43 ± 0.04 

Deltorfinas       

D-Met2-delt Tyr-D-Met-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH2 P. sauvagei, P. burmeisteri, 
P. rohdei, P. tarsius 

693 ± 37 1.18 ± 0.21 >10,000 20 ± 5 

D-Ala2-delt I Tyr-D-Ala-Phe-Asp-Val-Val-Gly-NH2 P. bicolor 
 

1985 ± 224 0.78 ± 0.08 >10,000 15 ± 3 

D-Ala2-delt II Tyr-D-Ala-Phe-Glu-Val-Val-Gly-NH2 P. bicolor 2222 ± 233 1.03 ± 1.09 >10,000 54 ± 6 

D-Leu2-delt-17 Tyr-D-Leu-Phe-Ala-Asp-Val-Ala-Ser-Thr-
Ile-Gly-Asp-Phe-Phe-His-Ser-Ile-NH2 

P. burmeisteri >10,000 >10,000 >10,000 -- 

D-Ile2-delt Tyr-D-Ile-Phe-His-Leu-Met-Asp-NH2 Pachymedusa dacnicolor, 
Agalychnis annae 

1021 ± 57 24 ± 3 >10,000 6.7 ± 1 
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En cuanto a su actividad biológica, las dermorfinas muestran una alta afinidad y 
selectividad hacia los receptores opioides µ, la cual resulta ser 100 veces mayor que la 
morfina, cuando es probada en preparaciones de íleon de cerdo de Guinea. Sin embargo, 
cuando es inyectada vía intracerebro-ventricular la potencia es 280 veces mayor, mientras 
que la administración subcutánea induce una potencia comparable a la de la morfina debido 
a su baja permeabilidad en el sistema nervioso central65,70,88.  

Por otro lado, D-Ala2-deltorfina resultó tener mayor selectividad al receptor d, y fue 
ligeramente más potente respecto a la morfina evaluada por vía intracerebro-ventricular. 
Entre otras características, resulta relevante su alta resistencia a la degradación enzimática y 
su capacidad para cruzar la barrera hematoencefálica in vivo e in vitro8,70. 

2.2.2. Péptidos no opioides secretados por anfibios 

En 2009 el grupo de Lai73 descubrió un péptido con toxicidad sobre mamíferos utilizado 
dosis elevadas (10 mg/kg de peso de ratón), pero al evaluar dosis menores mostraba 
propiedades analgésicas (entre 0.6 a 2.5 mg/kg de peso de ratón), lo que llevó al estudio 
bioquímico y molecular más detallado de este compuesto. La antoxina, denominada así por 
ser aislada a partir de las secreciones de la rana Hyla annectans, es un péptido de 60 residuos 
que inhibe el canal de sodio activado por voltaje sensible a tetradotoxina Figura 5. Este 
péptido mantiene cierta homología con las toxinas tipo Kunitz, aunque antoxina contiene 
únicamente dos de los tres puentes disulfuro que forman las Kunitz73. Esto llevó a la 
búsqueda y determinación del gen codificante para la molécula, al tiempo que realizaban una 
serie de pruebas de analgesia con este péptido. Así lograron identificar otros componentes 
bioactivos en esta rana y en otra especie más perteneciente al mismo género, Hyla 
simplex45,73. 

 Con los estudios de las secreciones de H. simplex identificaron distintos componentes 
bioactivos interesantes, siendo las analgesinas una nueva familia de péptidos analgésicos 
aisladas de esta especie. La analgesina a1 y analgesina a2 son péptidos de 5 residuos, que 
han sido evaluadas en pruebas antinociceptivas brindando buenos resultados46. Por ello es 
factible pensar que otras especies de este mismo género (o géneros emparentados) pudieran 
presentar componentes con actividad analgésica. 

2.3. Secreciones de piel de Trachycephalus typhonius 

En algunas prácticas de campo, como en muestreos de densidad poblacional de animales, las 
personas suelen abstenerse de utilizar guantes durante la colecta y liberación de aquellos que 
típicamente se consideran como inofensivos. Esto ha llevado a la identificación de especies 
tóxicas para el hombre, como en el caso de la rana Trachycephalus typhonius, de la cual se 
han descrito intoxicaciones causadas por la secreción de su piel al entrar en contacto con 
mucosas de mamíferos. Entre los síntomas reportados se encuentran: irritación, dolor y 
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edema, provocando conjuntivitis aguda89,90. Otros síntomas como: escozor, estornudos, así 
como sensación de entumecimiento y hormigueo en lengua, fueron descritos durante la 
manipulación de T. typhonius en el laboratorio (datos no publicados). Tales síntomas se 
deben entre otras causas a la presencia de una toxina en la secreción de piel de esta rana, ya 
que la administración en ratones vía intraperitoneal presentó un efecto letal con 7.2 µg (datos 
no publicados). Aunque aún no se ha logrado aislar este componente se sabe que corresponde 
a una proteína de alto peso molecular; sin embargo, la ocurrencia de otros síntomas en 
humanos al contacto con las secreciones de T. typhonius permite suponer la presencia de 
otras moléculas bioactivas Figura 5. 
 

 
Figura 5. Filogenia de la superfamilia Hyloidea. Se indican algunos anuros capaces de secretar componentes de interés 
biotecnológico a partir de su piel: género Dendrobatidae (toxinas), subfamilia Phyllomedusinae (analgésicos opioides), la 
especie asiática H. annectans (analgésicos no opioides) y la especie americana T. typhonius (aún en estudio), se muestran 
las zonas de distribución geográfica de las dos especies referidas91.

Trachycephalus typhonius

Hyla annectans

Clado
Sudaméricano I

Clado
Sudaméricano II

Ranas	Cabeza	de	Casco
Sudamérica/India	 del	Oeste

Clado
América	Media/Holártico



	

	 31 

3. Justificación 

Considerando que México ocupa el quinto lugar de diversidad en anfibios a nivel mundial 
(con 359 especies descritas), así como el amplio repertorio de moléculas bioactivas 
identificadas en estos animales, sería ideal el estudio biológico y bioquímico de especies 
endémicas o con distribución limitada por ser fuentes novedosas de posibles principios 
activos de tipo analgésico. 
 

4. Hipótesis 

Las secreciones de la piel de ranas, salamandras y cecilias, contienen componentes 
bioactivos de carácter peptídico o proteico que presentan propiedades analgésicas. 
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5. Objetivos 

5.1. General 

Aislar péptidos con actividad analgésica a partir de la secreción de piel de anfibios 
mexicanos. 
 

5.2. Particulares 

i. Identificar componentes con actividad analgésica a partir de las secreciones de piel 
de la rana T. typhonius, la salamandra P. cephalica o la cecilia D. mexicanus. 

ii. Caracterizar bioquímicamente la o las fracciones con actividad analgésica. 
iii. Desarrollar una estrategia de producción sintética o recombinante de la o las 

moléculas con actividad analgésica. 
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6. Materiales y Métodos 

6.1. Casas comerciales de reactivos 

Los materiales y reactivos fueron adquiridos grado reactivo a partir de diferentes casas 
comerciales: Roche, Sigma Aldrich, Novagen, Agilent, Waters, Biolabs, Thermo Scientific, 
Fermentas. 

 

6.2. Colecta de anfibios y manutención en terrarios 

La colecta de salamandras se realizó en Amecameca, Estado de México. Debido al tamaño 
tan pequeño de estos animales (> 7 cm de longitud), se requirió la colecta de varios 
ejemplares que fueron liberados en el sitio de captura inmediatamente después de obtener las 
secreciones de su piel. 

La cecilia Dermophis mexicanum fue adquirida en Octolab y colectada en San Andrés 
Tuxtla, Veracruz, debido a la dificultad para colectar estos animales sólo se trabajó con un 
individuo adulto (45 cm de longitud). La adaptación del terrario (50cm x 35cm x 20cm) se 
consideró según los hábitos fosoriales propios de las cecilias. El sustrato utilizado fue lodo 
de platanares manteniendo 20 a 30% de humedad relativa, el alimento (lombrices y tenebrios) 
se suministró cada 15 días. Este animal no requiere luz debido a su condición de ceguera y 
siempre se mantuvo a temperatura ambiente. 

Finalmente, la amplia distribución de las ranas Trachycephalus typhonius permitió la 
colecta de varios ejemplares adultos (hembras), colectados en las localidades Jalcomulco, 
Veracruz; Calakmul, Campeche y Puerto Morelos, Quintana Roo. Para estos animales 
también se adaptó un terrario (peceras de 50 litros) con un tipo de hábitat semi-húmedo, como 
sustrato se utilizó pet-mos con humedad relativa de 30 a 40% y plantas para trepar. El 
alimento fue suministrado dos veces por semana (grillos espolvoreados con calcio y 
vitaminas) y para el mantenimiento de la temperatura se colocaron placas térmicas dentro de 
los terrarios. Los animales se mantuvieron a temperatura ambiente. 

Para la colecta de cada especie se consideraron los lineamientos permitidos por la 
Norma Oficial Mexicana NOM-059-SEMARNAT-2010 y los permisos de colecta para el 
mantenimiento de los animales en cautiverio, así como para la obtención de secreciones de 
su piel.  
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6.2.1. Obtención de secreciones de piel 

6.2.1.1. Estimulación para la salamandra Pseudoeurycea cephalica 

Para cada ejemplar se retiró el exceso de tierra con agua destilada y, en un recipiente estéril, 
se sumergieron por 15 minutos en 30 mL de acetato de sodio 25 mM, transcurrido el tiempo 
se recuperó el buffer y se almacenó en nitrógeno líquido. Inmediatamente después, se realizó 
una segunda inmersión con las mismas salamandras por 5 min en 30 mL de acetato de sodio 
25 mM adicionando norepinefrina 200 mM (Anexo 12.2), se retiró el buffer y se almacenó 
en nitrógeno líquido92. Las muestras se descongelaron y centrifugaron a 14,000 rpm por 5 
min a 4 ºC para eliminar restos celulares, se liofilizaron y almacenaron a -20 ºC hasta su uso. 

6.2.1.2. Estimulación para la cecilia Dermophis mexicanus 

Aunque en algunos trabajos se reporta la inducción de secreciones de piel por administración 
de un agente químico como el éter etílico76,77, considerando la limitada información sobre el 
sistema biológico de las cecilias, se decidió inducir la liberación de secreciones por 
estimulación manual. Se retiró el excedente de tierra con agua destilada y se colocó al 
ejemplar en un recipiente de vidrio estéril adicionando 40 mL de agua destilada, se agitó el 
recipiente con movimientos circulares por tres o cuatro minutos82. Finalmente, el agua 
destilada se colectó y se centrifugó a 14,000 rpm por 5 min a 4 ºC. El sobrenadante fue 
liofilizado y almacenado a -20 ºC. 

6.2.1.3. Estimulación para la rana Trachycephalus typhonius 

Típicamente, en ranas se aplica un estímulo eléctrico sobre el dorso de los animales de 3 V 
durante 2 segundos93. No obstante, en el caso específico de T. typhoniu se siguió el protocolo 
empleado para la cecilia, debido a que ésta especie produce una gran cantidad de secreciones 
de su piel, de coloración blanca y consistencia espesa (de ahí su nombre común “rana 
lechera”), variando solamente el volumen de colecta que fue de 15 mL. El producto obtenido 
se centrifugó a 14,000 rpm por 5 min para eliminar los detritos celulares, el sobrenadante 
colectado fue liofilizado y almacenado a -20 ºC. 
 

6.3. Determinación de la concentración de proteína 

6.3.1. Cuantificación por espectrofotometría utilizando l de 280 nm 

La espectrofotometría es la medida de absorción de luz por una muestra a una o más 
longitudes de onda, de manera que podemos estimar la concentración de proteínas totales en 
muestras heterogéneas (como las secreciones de piel de anfibios) o para cuantificar una 
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proteína pura. Para determinar la concentración de proteína en los extractos totales o sus 
fracciones se utilizó un equipo de espectrofotometría Eppendorf BioPhotometer con una 
longitud de onda de 280 nm, en los casos donde se conocía el coeficiente de extinción molar 
teórico se utilizó la ecuación de Lambert-Bear, descrita a continuación: 

 
A =  e d c 

Donde:  A, es la absorbancia 
e, es el coeficiente de extinción molar (en el caso de Tt7 es de 6210 M-1 cm-1) 
d, es la distancia que atraviesa el haz de luz (1 cm) 
c, es la concentración de la sustancia absorbente en el medio (expresado en 
molaridad, M) 
 

6.3.2. Cuantificación espectrofotométrica por el método colorimétrico de Pierce 

El método de BCA Protein assay Reagent Kit® Pierce, es un método espectrofotométrico que 
permite determinar la concentración de proteína en una solución acuosa. El método consiste 
en combinar la reacción de Biuret (una proteína que al reaccionar con Cu2+ en medio alcalino 
produce Cu1+) con una segunda reacción, en la que se desarrolla un color púrpura (con un 
máximo de absorbancia) a 562 nm como resultado de la interacción de dos moléculas de 
ácido bicinconínico (BCA) con un ion Cu1+. 

Previo a la cuantificación por BCA, se debe estimar la concentración de las muestras 
problema por absorbancia a 280 nm y se hacen diluciones de acuerdo al rango de sensibilidad 
del método (10 a 320 µg/mL). Asimismo, se debe incluir en el ensayo una curva estándar con 
albúmina de suero bovino (BSA). 

En una placa de 96 pozos (tipo ELISA), se coloca 200 µL de reactivo BCA por pozo 
y se agrega 20 µL por pozo de muestra problema, de BSA o de blanco de reacción e incubar 
la placa a 37 ºC por 2 horas (Anexo 12.3). Las lecturas de absorbancia se obtienen en el lector 
de placas tipo ELISA (Tecan, SUNRISE) utilizando un filtro de 570 nm para obtener la 
gráfica y los valores de regresión lineal de la curva estándar con el programa GraphPadPrism 
versión 5.0a. y calcular la concentración de proteína problema con apoyo del programa 
Microsoft Excel. 

 

6.4. Análisis bioquímicos y estructurales 

6.4.1. Cromatografía líquida de alta presión de fase reversa 

Los componentes de secreción fueron separados por HPLC de fase reversa (rpHPLC) 
utilizando una columna semipreparativa C8 (250 mm x 10 mm) con un gradiente de 0 a 60% 
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de disolvente B (acetonitrilo, TFA 0.1% v/v), en un lapso de 60 min (1%/min). En el caso de 
péptidos de las secreciones y fragmentos peptídicos resultantes de proteólisis, se utilizó una 
columna semipreparativa C18 (250 mm x 10 mm) con las mismas condiciones de rpHPLC 
(Anexo 12.4). 

Las secreciones fueron reconstituídas en agua, inyectando cada evento 
cromatográfico rpHPLC: 4 mg de T. typhonius, 0.4 mg de D. mexicanus y 0.1 mg de P. 
cephalica. Cada uno de los picos representados en los cromatogramas fueron colectados 
como fracciones independientes, las cuales fueron secadas y concentradas por centrifugación 
al vacío (savant). Las fracciones se almacenaron a –20 °C. 

6.4.2. Espectrometría de masas y secuenciación 

Las masas moleculares de los péptidos con actividad fueron determinadas en la unidad de 
proteómica del IBt mediante ionización por electrospray (ESI-MS) usando un equipo 
Finnigan LCQ-DUO ion trap (San José, CA, USA). Las secuencias N-terminal de los 
péptidos se determinaron mediante un equipo automatizado LF3000 (Beckman, CA, USA) 
de secuenciación de péptidos (degradación de Edman). 

6.4.3. Reducción y alquilación 

Se disolvieron 50 µg de péptido en 150 µL Tris-HCl 200 mM, pH 8.6 y se adicionaron 10 
µL de DTT 32 µM. Para eliminar el oxígeno presente en la muestra se burbujeó con N2 por 
5 minutos, cubriendo con parafilm. Se centrifugó por 30 segundos a 14,000 rpm y se incubó 
a 55 ºC por 45 min (Anexo 12.5). 

Se añadieron 25 µL de una solución de ácido yodoacético y se burbujeó nuevamente 
con N2 por 1 minuto. Después de centrifugar 30 segundos a 14,000 rpm, se cubrió la reacción 
con aluminio e incubó a temperatura ambiente por 30 minutos. Finalmente, el producto de 
reacción se purificó por rpHPLC con las condiciones establecidas anteriormente 
(acetonitrolo, TFA 0.1% v/v, 1%/min en 60 min), para la determinación de masas se 
considera el peso adicional en el péptido como parte de la reacción de carboximetilación. 

6.4.4. Resolución de la estructura primaria por digestión proteolítica  

El liofilizado de la endoproteinasa Asp-N (Sigma Aldrich) se reconstituyó en 50 µL de agua 
destilada, según las especificaciones del proveedor. La concentración final fue 40 µg/mL en 
10 mM Tris-HCl, pH 8.0, de dónde se tomaron 1.2 µg para la reacción de digestión. El 
péptido se reconstituyó en el buffer de reacción a una concentración final de 0.5 mg/mL. La 
relación enzima-péptido fue 1:20 (1.2 µg de enzima por 25 µg de péptido), incubando a 
temperatura ambiente por 18 horas y realizando un paso de purificación por rpHPLC. Los 
fragmentos fueron evaluados por masas y secuencia N-terminal. 
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6.4.5. Determinación del patrón de enlaces disulfuro 

Se realizaron dos digestiones peptídicas independientes con elastasa, la primera con el 
péptido HisrTt7 oxidado, y la segunda con péptido HisrTt7 reducido y alquilado (300 µg por 
reacción). Tanto la enzima como los péptidos se reconstituyeron en 100 mM Tris-HCl, pH 
8.0 (según especificaciones del proveedor), y se incubaron a temperatura ambiente toda la 
noche. 

Posteriormente se purificó el producto de cada reacción por rpHPLC en eventos 
independientes (C18, 0-60 % B, 1 mL/min). El empalme de los cromatogramas definió 
algunas fracciones que aparecen en la reacción con péptido oxidado, y desaparecen en la 
reacción del reducido, tales fracciones correspondieron a los fragmentos unidos por enlaces 
disulfuro. Estas se caracterizaron por masa molecular y se compararon con las masas 
moleculares teóricas obtenidas por digestión in silico con el programa MS-Digest Protein 
Prospector (http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msdigest). 

6.4.6. Dicroísmo circular 

El espectro obtenido por dicroísmo circular (DC) sirve para evaluar la proporción de 
estructura secundaria de péptidos. Se utilizó un espectropolarímetro Jasco J-710 (Ja, Japan), 
y se tomaron registros de 190 a 260 nm, considerando tres repeticiones por muestra. La 
concentración final de las muestras fue 0.5 mg/mL utilizando trifluoroetanol (TFE) al 60% 
v/v como disolvente (Anexo 12.1). La toma de colecta de datos fue a temperatura ambiente 
cada 0.5 nm a una velocidad de 20 nm/min, se utilizó una celda de cuarzo de 1 mm de 
diámetro. Los porcentajes de estructura secundaria se calcularon a partir del espectro 
obtenido usando el servidor K2D3 (http://cbdm-01.zdv.uni-mainz.de/~andrade/k2d3//). 

6.4.7. Análisis de secuencia y modelado por homología 

El análisis para identidad de secuencia se realizó por BLAST y el alineamiento por Clustal 
W. La identificación de motivos conservados se ejecutó mediante HHpred con el uso de tres 
algoritmos simultáneos: pdb70_nr, con los que se descarta 70 % de secuencias redundantes; 
SCOPE, que selecciona aquellas secuencias con estructura similar y Pfam, que elije familias 
proteicas con función semejante. Los análisis se ejecutaron en la página Bioinformatics 
Toolkit del Max-Planck Institute (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/)94. 

 El modelado por homología se realizó mediante iTASSER 
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/)95, servidor que selecciona los 10 
modelos cristalográficos más relacionados al péptido en estudio (Tt7). Este servidor hace 
empatar las coordenadas asignadas para cada átomo de las diez estructuras cristalográficas, 
obteniendo así un promedio final para la posición de cada residuo y por consiguiente la 
estructura tridimensional. 
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6.5. Sistemas para la producción de péptidos 

6.5.1. Síntesis química 

El péptido sintético crudo (Tt7) se compró en las casas comerciales Genscript, USA (100 
mg). Se purificó por rpHPLC en una columna C18 analítica, bajo las condiciones de 
purificación descritas anteriormente, y se seleccionó la fracción de interés en base a su masa 
molecular. La reacción de plegamiento se llevó a cabo con 10 mM de glutatión reducido y 1 
mM de glutatión oxidado aforando a 5 mL con agua destilada acidificada con TFA 0.1% v/v, 
ambos preparados en el momento (Anexo 12.6). Finalmente, se añadió 1 mL de 1M Tris-
HCl, pH 8 y se incubó a 37 ºC por 20 h. El producto se purificó por rpHPLC (0-60 % B, 
1%/min).  

La identidad entre el péptido nativo y el péptido sintético se corroboró determinando 
la masa molecular y mediante un ensayo de coelusión. Para este último experimento se 
mezclaron 3 µg de péptido nativo y 3µg de péptido sintético, la reacción fue inyectada en 
rpHPLC bajo las condiciones establecidas.  

 

6.5.2. Expresión heteróloga en bacteria 

6.5.2.1. Diseño y amplificación del gen sintético 

A partir de la secuencia de aminoácidos se realiza la traducción reversa in silico, adicionando 
la secuencia de corte para BamH1 (GGATCC) y Factor Xa (ATCGAGGGACGC) en el 
extremo N-terminal, mientras que en la parte C-terminal se adicionan dos secuencias de paro 
(TAATAG) y el sitio de corte para Pst1 (CTGCAG). La siguiente secuencia muestra el diseño 
del gen sintético con los sitios de corte establecidos:  

 
5’GGATCCATCGAGGGACGCGAACAAGATCCGAAATGTCTGTTACCTCGTAATCTTGGTAAGGG
CAAAGGAAGCACCATTCGCTATTACTATGACAAAAGTGCAGGTACATGCAAGTCATTTAAATAT
AAAGGCACGCAGGGGAACGGTAATCGGTTCAAGTCTAAAGAGGATTGTGAAGCCGCGTGCGTT
ACTGCTTAATAGCTGCAG3’ 

 
Partiendo de la secuencia anterior se diseñaron cuatro oligonucleótidos con los 

extremos empalmados entre sí para la amplificación del gen por la técnica de megaprimers. 
Se utilizó la técnica hot start para evitar la formación de estructuras secundarias entre los 
oligonucleótidos y una enzima de alta eficiencia para evitar la adición de adeninas por la 
enzima Taq polimerasa (Anexo 12.7).  
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6.5.2.2. Clonación en el vector de expresión pQE-30  

Una vez amplificado el gen por PCR se purificó la banda con el kit de Qiagen (según las 
especificaciones del proveedor) y se cuantificó por absorbancia a 260 nm mediante nanodrop.  

Se utilizó el vector de clonación pKS Bluescript II (+) linearizado con EcoRV y 
defosforilado (Anexo 12.8). Para la reacción de ligación (Anexo 12.9) la proporción vector-
inserto fue 1:3 (150 ng vector por 30 ng inserto) y el producto obtenido se utilizó para la 
transformación bacteriana por electroporación en condiciones de esterilidad y frío (4 ºC). Se 
adicionaron 5 µL de la reacción de ligación al vial de células electrocompetentes E. coli 
DH5a (40 µL), se disolvió la mezcla y se transfirió suavemente a una celda de 
electroporación (0.1 mm diámetro), previamente fría. Después de limpiar la celda se aplicó 
una corriente de 2.5 kV y se recuperaron las células en 1 mL de medio SOC, mezclando 
suavemente. Las células transformadas se incubaron a 37 ºC por una hora en agitación y se 
sembraron diluciones 1:10 y 1:100 en cajas Petri con LB-ampicilina-X-gal (Anexo 12.10).  

Después de incubar a 37 ºC toda la noche se seleccionaron las colonias blancas y 
aisladas para realizar un PCR de colonia, para ello se estrió cada clona en una caja de Petri 
con LB-ampicilina, y el resto de la asada se inoculó en 5 µL de H2O. A cada inóculo se 
adicionó 5 µL de la mezcla de reacción empleando los oligonuclétidos del vector para el 
enriquecimiento por PCR (Anexo 12.11). Las colonias con el tamaño esperado se crecieron 
en 3 mL de medio Lb-ampicilina para amplificar el ADN plasmídico mediante lisis alcalina 
(Midi Prep, kit Roche). Los plásmidos con el tamaño correcto son digeridos con BamH1 y 
Pst1 para obtener el inserto (Anexo 12.12), el cual se purificó y se ligó al vector de expresión 
pQE-30, previamente defosforilado (Anexo 12.8, 12.9).  

Para la transformación bacteriana se adicionaron los 20 µL del producto de ligación 
a un vial de células quimiocompetentes E. coli Origami, en condiciones de esterilidad y frío. 
La mezcla se incubó 30 min en hielo y se aplicó un shock térmico por 1 min a 45 ºC, después 
se incubó en hielo por 10 min. La reacción se incubó en 250 µL de medio SOC por 1 hora a 
37 ºC y se sembró en una caja Petri con Lb-ampicilina. La caja se incubó toda la noche a 37 
ºC y las colonias con el tamaño correcto se analizaron a nivel de secuencia nucleotídica en la 
Unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología.  

6.5.2.3. Inducción de la expresión de proteínas recombinantes 

Se inoculó 50 mL de medio Lb-ampicilina con una asada de la transformación bacteriana 
incubando 12 h a 37 ºC, del inóculo se transfirieron 10 mL a 1 litro de medio Lb-ampicilina 
hasta alcanzar una DO600 entre 0.8 a 1.0 para inducir con 1 mM de IPTG. Se dejó crecer por 
6 horas a 37 ºC con agitación constante a 230 rpm y se centrifugó a 5,000 rpm por 10 min a 
4 ºC en un rotor JA-14 (Beckman). Se desechó el sobrenadante y se almacenaron las células 
(pellet) a -20 ºC para su posterior lisis celular. 
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6.5.2.4. Purificación por cromatografía de afinidad a níquel 

La cromatografía de afinidad se basa en la propiedad de unión no covalente (afinidad) de una 
molécula (ligada a un soporte tipo cromatografía, Ni-NTA) a otra molécula distinta (ligando 
o proteína con etiqueta de Histidinas). La capacidad de unión disminuye en presencia de otra 
molécula competidora del ligando (elución con imidazol).  

El pellet almacenado fue lisado con la mezcla de lisis celular BugBusterâ Protein 
Extraction Reagent (Anexo 12.14), 1 mL por cada 100 mL de cultivo durante 30 min a 
temperatura ambiente para facilitar la degradación tanto del ADN como de la pared celular 
bacterianos. El homogenado se centrifugó a 15,000 rpm por 10 min a 4 ºC utilizando el rotor 
JA-20 (Beckman), para evaluar si la proteína es soluble o insoluble se analizó el sobrenadante 
(fracción soluble) y los cuerpos de inclusión (fracción insoluble) por SDS-PAGE 15% 
(Anexo 12.13). 

La purificación de la proteína a partir de fracción soluble se realizó mediante una 
columna de 1 cm diámetro x 20 cm altura y 1 cm de resina de nitrocelulosa asociada a níquel 
(Ni-NTA). La resina se pre-equilibró con agua y posteriormente con 10 mL de solución de 
equilibrio FS. Posteriormente, se hizo pasar el sobrenadante con un flujo lento, haciéndose 
pasar el recirculante una vez más para después adicionar 20 mL de solución de lavado FS. 
Finalmente, se adicionaron 10 mL de solución de elución FS, colectando fracciones de 1 mL 
cada una. La columna se lavó con solución de equilibrio FS y se almacenó en etanol 30 % a 
4 ºC (Anexo 12.14). 

Para la purificación de la proteína a partir de fracción insoluble (cuerpos de inclusión) 
se resuspendió el pellet en 5 mL de solución de equilibrio FI toda la noche a temperatura 
ambiente, y se realizó la ruptura celular por prensa francesa, el producto obtenido fue 
centrifugado a 15,000 rpm por 10 min a 4 ºC. El sobrenadante se hizo pasar por una columna 
Ni-NTA, previamente pre-equilibrada con 10 mL de solución de equilibrio FI. 
Posteriormente, se realizó un lavado con 20 mL de solución de lavado FI y se realizó la 
elución con 10 mL de solución de elución FI, colectando 10 tubos de 1 mL cada uno. La 
columna se lavó con solución de lavado FI y se almacenó en etanol 30 % v/v a 4 ºC (Anexo 
12.14).   

Los eluatos se evaluaron por SDS-PAGE y Western blot, utilizando el protocolo de 
metanol-cloroformo para eliminar el exceso de sales (sólo fracciones con cloruro de 
guanidinio). Las fracciones con la proteína de interés fueron re-purificadas por rpHPLC bajo 
las condiciones establecidas y se realizó un análisis por Western blot utilizando un anticuerpo 
anti-histidinas (Anexo 12.15).  
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6.6. Ensayos de actividad biológica in vivo e in vitro 

6.6.1. Inhibición de tripsina 

El experimento se realizó en una placa tipo ELISA de 96 pozos, utilizando buffer Tris-HCl 
50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8.2 en un volumen total de 280 µl, correspondientes a 40 µl de 
péptido o inhibidor, 40 µl de tripsina y 200 µl de sustrato, colocados en ese orden. Tanto las 
diluciones del péptido a evaluar y del inhibidor comercial soybean trypsin inhibitor (SBTI) 
se prepararon directamente en los pozos, considerando un volumen de 40 µl con Tris-HCl 50 
mM, CaCl2 20 mM, pH 8.2 y muestras por triplicado. Se evaluaron diez dosis de cada péptido 
o inhibidor en diluciones seriadas decrecientes 1:2, partiendo de 7.5 µg de SBTI y Tt7 (27 
µg/ml), y de 120 µg de HisrTt7 (429 µg/ml), aprovechando la disponibilidad de péptido 
recombinante. Después, se adicionó 1.3 µg de tripsina sobre cada muestra (33.3 µg/ml) y se 
incubó la mezcla por 30 minutos a 25 ºC. Finalmente se adicionaron 97.4 µg de sustrato N-
benzoil-arginina-p-nitroanilida (BAPNA) sobre cada muestra (0.487 mg/ml) utilizando una 
pipeta multicanales. Se incubó la reacción por 10 min y se comenzó la lectura de absorbancia 
con l a 405 nm en un lector de ELISA cada dos minutos hasta completar cinco mediciones. 
La reacción se detiene con ácido acético 30 % v/v (Anexo 12.16).  

El control positivo de la reacción se realizó incubando la tripsina con el sustrato 
BAPNA en ausencia del inhibidor (100 % de actividad de tripsina, o 0% de inhibición). Para 
el control negativo se consideró una reacción incubando la tripsina con el sustrato BAPNA 
y un inhibidor comercial (SBTI). La substracción de la línea base se realizó con una mezcla 
de buffer (80 µl) y sustrato (en ausencia de tripsina e inhibidor). Los datos se graficaron en 
el programa GraphPad Prisma, presentados con desviación estándar. 

 

6.6.2. Evaluación de analgesia mediante ensayo Hot Plate 

Se utilizó el equipo de Hot Plate o placa caliente para inducir dolor agudo aplicando un 
estímulo térmico de 55 ºC a través de una placa de acero. Este ensayo se realizó por triplicado 
en grupos de 3 ratones CD1 machos de 14 g, adquiridos del Bioterio del IBt, UNAM, 
Cuernavaca. Además, se obtuvo la aprobación del comité de Bioética del Instituto de 
Biotecnología de la UNAM para los ensayos de analgesia en modelos in vivo. 

La administración de los péptidos o drogas fue vía intracraneal e intraperitoneal para 
evaluar actividad en SNC y SNP, respectivamente96–98. Los componentes evaluados fueron: 
péptido nativo (0.5 mg/kg), péptido recombinante (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/kg) y péptido 
recombinante digerido (1.5 mg/kg). Como analgésicos de referencia se utilizó el analgésico 
AINE ketorolaco (5 mg/kg), y el opioide dermorfina (0.1 mg/kg), para evaluación en sistema 
nervioso periférico (SNP) y central (SNC), respectivamente; como control negativo se 
empleó la solución vehículo PBS (Anexo 12.17). 
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Cada animal fue acondicionado durante tres días colocándolo sobre el equipo Hot 
Plate, pero sin estar encendido. Debido a que es una prueba donde se evaluó el 
comportamiento, aquellos animales que se mostraron alterados durante el acondicionamiento 
(que saltaron o lamieron las patas con regularidad) se excluyeron del experimento. Todos los 
experimentos se realizaron a una hora fija y en las mismas condiciones de temperatura y luz. 

Después del acondicionamiento los animales se pesaron (20 a 22 g) y se separaron 
los grupos para cada tratamiento. En este momento se prepararon las dosis de los 
componentes a probar, la solución vehículo y el agente de referencia. Debido a que el tiempo 
de corte establecido fue de 30 segundos (tiempo máximo que se coloca al animal sobre la 
placa caliente), fue necesario realizar las inyecciones cada 45 ó 60 segundos. A partir de la 
inyección se realizó la prueba con cada individuo en cada tiempo postratamiento establecido 
(cada 15 min hasta llegar a los 90 min).  

La prueba consistió en colocar a los animales sobre la placa caliente que se mantuvo 
rodeada por un cilindro de acrílico transparente para observar la conducta del ratón (salto o 
lamida de patas). El tiempo que tardó cada animal en saltar o lamerse las patas se registró 
como tiempo latencia (tiempo que tarda el ratón en responder al calor), en ausencia de estas 
conductas el tiempo de latencia se registró como 30 segundos y se retiró al animal de la placa 
caliente. Debido a los requerimientos del ensayo fue prescindible trabajar con un límite de 
30 ratones por experimento. El análisis estadístico se determinó por ANOVA two-way, 
Bonferroni test mediante el software GraphPad Prisma, los datos se expresan como media ± 
SEM, con significancia estadística *p<0.05 y **p<0.025, comparados con el grupo vehículo 
(PBS).  

 

6.6.3. Pruebas de electrofisiología por Patch clamp   

Los ensayos de electrofisiología se realizaron en colaboración con la Dra. Rita Restano, quien 
nos proporcionó las líneas celulares que expresan Nav1.7 y Nav1.3, además de apoyarnos en 
la toma de registros. Los péptidos a probar se disolvieron en el medio extracelular EK-80, 
pH 7.3 (Anexo 12.18) y se centrifugaron 2 min a 14,000 rpm para eliminar posibles 
precipitados. El péptido nativo se probó con dosis única de 30 µM, el recombinante se utilizó 
a concentraciones de 5, 15 y 50 µM. 

Como medio intracelular se utilizó CsCl (Anexo 12.18) para sustituir los iones K+ por 
iones Cs+, que sirven como bloqueadores de los canales de potasio evitando las corrientes de 
estos canales. Se registraron corrientes de canales de sodio Nav1.7 humanos expresados en 
una línea estable de células CHO (CHO-hNav1.7), usando la técnica de Patch clamp en modo 
de célula completa. También se realizaron ensayos en el canal de sodio Nav1.3 expresados 
en la línea celular HEK (HEK-hNav1.3). Las corrientes se obtuvieron por despolarización de 
membrana en pasos de 10 mV (-120 a 20 mV). El potencial de retención se fijó en -90 mV. 
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Los registros se adquirieron utilizando el amplificador MultiClamp 700B y Digidata 1440A 
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 

El protocolo de aplicación comenzó adicionando tetrodotoxina (TTX) a una 
concentración de 300 nM (control positivo) y después de un lavado se aplicó el péptido a 
evaluar, finalmente se realizó un lavado para aplicar los pulsos despolarizantes (permitiendo 
evaluar la afinidad del componente a evaluar.  

6.6.4. Cultivo primario de neuronas GRD 

Los experimentos se llevaron a cabo en neuronas provenientes de ganglios de raíz dorsal 
(GRD) de ratas Long Evans, con un tiempo de vida de 7 a 10 días, sin distinción de sexo, 
provenientes del Bioterio “Claude Bernard” de la BUAP, Puebla. 

El cultivo celular se llevó a cabo en una campana de flujo laminar seguridad I (Nuaire, 
Plymouth, MN, USA) y una incubadora con control de temperatura y CO2. El material 
utilizado fue esterilizado previamente mediante exposición a luz ultravioleta. 

Tanto para determinar el efecto de los compuestos a evaluar sobre los cambios de 
fluorescencia de calcio producidos por cambios de pH extracelular, como para los registros 
de fijación de voltaje (Patch clamp) se requirió el sacrificio de diez animales por cada 
concentración probada para obtener las curvas dosis-efecto del péptido. 

Los organismos fueron anestesiados con sevoflurano (que reduce la función 
respiratoria y la presión arterial, sin afectar los canales ASIC), y posteriormente, sacrificados 
por decapitación de acuerdo con la norma oficial vigente NOM 062-ZOO-1999, con los 
lineamientos establecidos por el CICUAL (Comité Institucional para el Cuidado y uso de 
Animales de Laboratorio). Posteriormente, se obtuvieron los ganglios de la raíz dorsal por 
disección y con ayuda de un microscopio estereoscópico (American Optical) con técnicas 
quirúrgicas convencionales.  

Los ganglios aislados se colocaron en medio de cultivo Leibovitz L-15 y después se 
depositaron en un tubo estéril con 2ml de solución de disociación (Anexo 12.19). El tubo con 
los ganglios se incubó a 37° C en una atmósfera de CO2 (5%) y aire (95%) durante 30 
minutos, posteriormente se hizo cambio de medio tres veces, centrifugando a 4000 rpm/2 
minutos entre cada cambio. 

La suspensión celular se depositó en placas de vidrio de 12 x 10 mm (Corning) 
tratados con poli-D-lisina. Las células se incubaron de 4 a 6 horas en medio L-15 modificado, 
de esta manera se obtendrá un homogenizado de neuronas que se mantendrán en cultivo 
primario (Anexo 12.19). 
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6.6.5. Registro de transitorios de calcio por fluorescencia (imagen de calcio) 

Empleando la técnica de imagenología de calcio, se realizaron registros para determinar el 
efecto de la toxina Tt7 sobre los niveles de fluorescencia de calcio producidos por cambios 
de pH extracelular en condiciones control y en presencia de Tt7. Para ello se realizó un 
análisis fluorimétrico en células cargadas con la sonda sensible a calcio Fluo 4-AM 
(Invitrogen). Antes de cada experimento, las células con un tiempo de cultivo de 18 a 24 
horas, se incubaron con la forma permeable Fluo 4-AM (acetoximetilester) (4 µM) en 
solución extracelular para cultivos, a 37º C durante 60 minutos. 

Las medidas de fluorescencia se llevaron a cabo con un microscopio Nikon Eclipse 
Ti (Japón) provisto de una cámara CCD IC-200 (USA) con un monocromador DeltaRAM 
XTM (USA) y un filtro pasa alto de 510 nm (siendo el máximo de excitación y emisión de 
Fluo-4 a 480 nm y 510 nm, respectivamente), considerando que la intensidad de fluorescencia 
es directamente proporcional a la concentración de calcio intracelular.  

Los cristales con las células cargadas se colocaron en una cámara bañada de forma 
continua con solución extracelular mantenida a temperatura ambiente (22-25ºC). Para activar 
los canales ASICs se perfundió la preparación con una solución a pH 6.1 (considerado como 
el pH de activación promedio de los canales ASIC presente en los GRDs), produciendo un 
cambio indirecto en los niveles de calcio intracelular que es claramente detectable con el 
sistema de imagenología. Se añadió capsazepina 10 µM a esta solución, con la finalidad de 
evitar la activación de receptores de TRPV1 presentes en las neuronas de GRD. 

Se estudió el cambio de fluorescencia producido por un pH en condiciones control y 
en presencia del péptido Tt7. En los experimentos iniciales se utilizó 100 nM de Tt7, para 
definir las concentraciones posteriores a estudiar.  

La solución de alto potasio a 20 mM fue utilizada para establecer el estado funcional 
de las neuronas y del registro, considerándose como viables aquellas que mostraron un 
incremento de calcio durante la aplicación de este estímulo. Entre cada estímulo se dejó un 
tiempo de descanso de aproximadamente 5 minutos perfundiendo con la solución pH 7.4. 
Cada estímulo tuvo una duración de 30s y en la aplicación de Tt7 se perfundió el péptido 
antes del estímulo con solución ácida y durante, inmediatamente después se hizo un lavado 
y se probó nuevamente la solución con pH 6.1 sin presencia de Tt7 (Anexo 12.20).  

Para la cuantificación y el análisis de imágenes, se utilizó el paquete informático 
ImageJ (http://rsbweb.nih.gov/ij/) con el que es posible cuantificar la intensidad de la 
fluorescencia de cada neurona. Los valores de intensidad de fluorescencia fueron 
normalizados para su uso estadístico y gráfico. El análisis y la representación gráfica de los 
datos se realizaron a posteriori con el programa Origin 8 (Origin Lab, EE.UU.).  
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7. Resultados  

7.1. Identificación y caracterización de un péptido bioactivo  

7.1.1. Colecta de los anfibios 

Después de la colecta se realizó la identificación taxonómica con apoyo de Biólogos de la 
Universidad del Estado de Morelos (UAEM) y del laboratorio Octolab en Jalapa, Veracruz. 
Como se muestra en los mapas de distribución reportados por CONABIO, la colecta de ranas 
fue relativamente sencilla por su amplia distribución en México y sus hábitos arborícolas, lo 
que facilitó su visualización Figura 6a. A diferencia de la salamandra cuya colecta resultó 
más complicada, por su zona de distribución tan limitada y los hábitos nocturnos de esta 
especie Figura 6b. En el caso de la cecilia, pese a tener una distribución extensa, sus hábitos 
fosoriales complicó la colecta por ello se colectó un solo ejemplar Figura 6c.  
 

 
Figura 6. Distribución en México de los anfibios Trachycephalus typhonius (a), Pseudoeurecea cephalica (b) y 

Dermophis mexicanum (c). Mapas de distribución tomados de CONABIO. 

b.	Pseudoeurycea cephalica

a.	Trachycephalus typhonius

c.	Dermophis mexicanum



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



	

	 46	

7.1.2. Cuantificación de componentes de secreción de piel 

La determinación de la concentración proteica fue crucial para decidir si contábamos con 
material biológico suficiente, y considerando que los componentes de piel pueden incluir 
moléculas no proteicas que pueden interferir con el espectro de absorción de proteínas, se 
decidió utilizar dos métodos de cuantificación con blancos distintos.  

El primer método se eligió por la rapidez y facilidad para recuperar la muestra, 
consistió en evaluar la absorción de las secreciones mediante UV a 280 nm, teniendo como 
blanco las moléculas con residuos de tirosina, triptófano y en menor medida fenilalanina. El 
segundo método (BCA), se eligió en función de su sensibilidad y rapidez respecto a otros 
como Lowry, Bradford, etc. BCA se basa en el reconocimiento de estructuras protéicas y 
cuatro residuos específicos (cisteína, cistina, triptófano y tirosina), permitiendo la absorción 
a 562 nm como resultado de la reacción de Biuret (producción de Cu1+) y la quelación 
posterior de Cu1+ mediante BCA. Los resultados de cuantificación obtenidos para cada 
anfibio se muestran en la Tabla 4.  

En el caso de la rana podemos considerar que el valor de absorbancia a 280 nm 
pudiera estar sobreestimado por la presencia de moléculas no protéicas que pudieran estar 
interfiriendo (como aminas biogénicas), por ello consideramos el método BCA como mejor 
alternativa para cuantificar mezclas complejas como las secreciones de piel de anfibios. No 
obstante, debido a que resulta imposible recuperar la muestra en estudio, ésta técnica se 
vuelve útil sólo en algunos casos. 
 

Tabla 4. Cuantificación de la concentración proteica en secreciones de piel de anfibios. 

Especie Orden Tipo de 
anfibio Estímulo No. 

ejemplares 
A280 

(mg/ml) 
BCA 

(mg/ml) 
Trachycephalus 

venulosus Anura Rana Manual 3 adultos 12.30 1.8 

Pseudoeurycea 
cephalica Urodela Salamandra Químico 7 juveniles y 

adultos 0.03 ND 

Dermophis 
mexicanus Gymnophiona Cecilia Manual 1 adulto 0.4 0.4 

ND, no determinada debido a la cantidad limitada de muestra 
 

En el caso de salamandra, la determinación proteica de las secreciones sólo se realizó 
por el método de absorbancia, ya que el buffer con norepinefrina presentó interferencia con 
los reactivos de BCA. Por otro lado, considerando el número de ejemplares capturados y la 
cantidad tan limitada de proteínas obtenidas en la secreción de piel, se decidió no continuar 
con la caracterización de los componentes secretados por la salamandra.  

En el caso de la cecilia se obtuvieron valores de cuantificación iguales por ambos 
métodos, sugiriendo la presencia de componentes que presenten tanto aminoácidos 
aromáticos como enlaces peptídicos, como péptidos y proteínas. 
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7.1.3. Separación de los componentes de secreción por rpHPLC 

La migración electroforética de los componentes totales de la rana T. typhonius Figura 7a, 
indicó la presencia de algunas proteínas de bajo, mediano y alto peso molecular; sin embargo, 
el perfil cromatográfico mostró la ocurrencia de componentes proteicos y peptídicos 
adicionales que no se evidencian por gel Figura 7b. Cada una de las fracciones fue evaluada 
en cuanto a su masa molecular (ESI-MS), lo que nos permitió identificar la presencia de dos 
o más componentes en algunas de las fracciones (15, 17, 21, 22, 24 y 25), además de 
identificar la secuencia N-terminal (degradación de Edman) para algunas de ellas Tabla 5. 
Los análisis preliminares mediante BLAST de los segmentos N-terminal mostraron 
semejanza con inhibidores de tripsina y péptidos de rana para la fracción 7, esfingomielinasa 
y proteínas hipotéticas para la fracción 10, una proteína de transporte ABC para la fracción 
22 y enzimas de tipo ligasa y carboxiviniltransferasa para el caso de la fracción 23 (la más 
abundante). 

Se aisló un total de 35 fracciones por rpHPLC bien definidas siendo la 23 y 25 las de 
mayor proporción y con masas de aproximadamente 29 kDa, concordante con las bandas 
mayoritarias observadas por SDS-PAGE. Asimismo, las fracciones 22 y 24 podrían 
corresponder a las bandas observadas con menor intensidad en el gel (hacia la parte inferior). 
Con respecto a la banda que se observa por los 50 kDa no se logró asignarle su posible eluato. 

 

 
 

Figura 7. Separación de los componentes de secreción de T. typhonius. a) SDS-PAGE 15%, tinción con Azul brillante de 
Coomassie. MW (carril 1) y 30 µg de secreción total de piel (carril 2). b) Perfil cromatográfico rpHPLC inyectando 1 mg 
de secreción total de piel. Las fracciones con número fueron ensayadas para actividad analgésica. 

 
 
 

a b

0

200

400

600

800

1000

0 10 20 30 40 50 60

Time (min)

A
bs

or
ba

nc
e 

23
0 

nm

7

10 15
1722

21

23

25

24

Tiempo (min)

m
U
A
23
0n
m



	

	 48	

Tabla 5. Determinación de masas moleculares y secuencias N-terminal de componentes secretados por la piel de T. 
typhonius. 

Fracción	 Masas	moleculares	 Secuencia	N-terminal	
7	 6,509.7	 EQDPKCLLPRNLGKGKGSTI…	

10	 10,145.47	 SQNPKY	/	SQTKYNPNYKNNTGVPVKPYVQVYEV…	

15	 1,845.05*;	2,260.28;	3,691.09	 ND	

17	 14,448.84*;	14,430.84	 ND	

21	 6,055.46*;	6,469.66;	6,883.87	 ND	

22	 8,565.62;	14,991.45*	 AFPYTVGFXPSYXFEAANT…	

23		 29027.25	 DEIKTVPTSDFPEVWAXXIQG…	

24	 22,116.45*;	22,288.65	 ND	

25	 28,877.94*;	28,925.94	 ND	

N.D. no determinada; (*) representa la masa molecular con mayor señal en el espectro de masas.   
 

 
En el caso de la cecilia el ensayo electroforético mostró mayor cantidad de proteínas 

aparentes respecto a la rana, siendo proteínas de mediano y alto peso molecular. Durante la 
colecta de secreciones de piel se logró recuperar una parte soluble y otra insoluble, la 
migración por SDS-PAGE de ambas muestras no indicó diferencia en cuanto a la 
composición de moléculas presentes en una u otra Figura 8a. La separación por rpHPLC 
respaldó los datos obtenidos por SDS-PAGE, ya que se colectaron varios eluatos; sin 
embargo, ninguno de ellos parecía estar completamente aislado, indicando la presencia de 
dos o más componentes por cada fracción Figura 8b. El grado de impureza dificultó la 
obtención de masas moleculares y N-terminal de los eluatos.  

 

 
Figura 8. Separación de los componentes de secreción de D. mexicanum. a) SDS-PAGE 15%, tinción con plata. MW (carril 
1), 5 µL de secreción de piel en forma insoluble (carril 2) y 5 µg de secreción total de piel en forma soluble. b) Perfil 
cromatográfico rpHPLC inyectando 300 µg de secreción total de piel. 
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7.1.4. Identificación de péptidos con actividad analgésica 

Considerando que la secreción de la rana T. typhonius tiene un componente tóxico de alto 
peso molecular la actividad analgésica fue evaluada únicamente con fracciones aisladas de 
pesos moleculares medios o bajos, el ensayo consistió en determinar la capacidad analgésica 
de cada eluato frente al dolor térmico agudo, mediante la prueba Hot Plate. De todas las 
fracciones ensayadas sólo la 7 (F7) presentó actividad analgésica vía intraperitoneal e 
intracraneal (p<0.5), lo cual se traduce en un efecto biológico a nivel de sistema nervioso 
periférico (Figura 9a) y central (Figura 9b), respectivamente. La actividad analgésica en 
ambas vías de administración se evidencia a partir de los 30 min, manteniéndose hasta los 60 
min a nivel periférico y hasta por 90 min a nivel central. Al correlacionar F7 con su masa 
molecular, observamos que corresponde a un péptido no mayor a 7 kDa Tabla 5. Asimismo, 
su extremo N-terminal nos permitió relacionar F7 con otras moléculas proteicas obtenidas de 
la piel de especies de rana, por lo que decidimos continuar con la caracterización estructural 
de F7 sección 7.1.5. Sin embargo, también se consideró un sistema de producción sintético 
o recombinante para la caracterización completa de F7, ya que este componente corresponde 
a menos del 10% de la secreción total de la rana sección 7.2.1.  

Otra fracción que mostró efecto biológico por Hot Plate fue la fracción 25 (F25), 
aunque su actividad fue más limitada, ya que sólo se observó efecto vía intracraneal y 
únicamente al minuto 60 Figura 9a. Correlacionando su masa molecular observamos que el 
eluato 25 corresponde a una proteína no mayor a los 29 kDa (Tabla 5) y a diferencia de F7, 
para F25 no fue posible obtener su extremo amino terminal. Considerando que F25 es una 
molécula más difícil para caracterizar con respecto a F7, además de tener un efecto biológico 
de menor espectro de acción (sólo intracraneal), se optó por no continuar los estudios de la 
fracción F25. 

A diferencia de la rana, la concentración de cada eluato obtenido de D. mexicanum es 
menor, por ello se decidió realizar la prueba de analgesia con el extracto total administrado 
vía intracraneal (0.5 mg/kg) e intraperitoneal (1 mg/kg). No obstante, los resultados en ambos 
ensayos fueron negativos para la actividad analgésica (datos no mostrados), por ello se 
descartó el trabajo con las secreciones de piel de este animal. 
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Figura 9. Ensayo de analgesia por Hot Plate de fracciones obtenidas de la secreción de piel de T. typhonius. Administración 
vía intraperitoneal (a) e intracraneal (b) sólo se muestran las fracciones que mostraron efecto biológico. ANOVA two-way, 
Bonferroni test, datos expresados como media ± SEM *p<0.05, **p<0.025 comparados con la solución vehículo (PBS); 
ratones CD1 machos, 18-20 g; sol. vehículo, dermorfina y ketorolaco n=9, F7 y F25 n=6). 

 

7.1.5. Elucidación de la estructura primaria de F7 

Con base en el extremo N-terminal determinado para F7, se realizó un alineamiento parcial 
por BLAST, encontrando similitud de secuencia con el péptido analgésico antoxina 
proveniente de la rana Hyla annectans. A continuación, se muestra la secuencia N-terminal 
de F7 comparada con antoxina, resaltando las cisteínas (negritas) y el ácido aspártico 
(itálicas) como sitio de corte de Asp-N, así como sus masas moleculares (Anexo 12.21-A). 

 

 
 
Primero se hizo la reducción y alquilación de F7 seguida de un paso de purificación 

por rpHPLC para determinar su masa molecular Figura 10a. La diferencia de masas entre el 
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péptido alquilado (6,742.7) y el péptido oxidado (6,509.7) fue de 233 Da, el cual corresponde 
al incremento por alquilación de las cisteínas presentes, 57 Da por cada cisteína. 
Posteriormente se realizó la hidrólisis con Asp-N y los fragmentos obtenidos se aislaron por 
rpHPLC, obteniendo tres fragmentos con la masa molecular esperada (considerando el peso 
adicional por la alquilación) Figura 10b. Asimismo, se determinó la masa molecular de los 
fragmentos en estado oxidado y se comparó con la masa teórica calculada por ExPASy 
(https://web.expasy.org/protparam/) Tabla 5. Finalmente, se obtuvo la secuencia de los tres 
fragmentos de interés obteniendo así la estructura primaria para F7, que a partir de ahora 
llamaremos Tt7.  

 

 
Figura 10. Cromatogramas de F7 reducida y alquilada (a) y fragmentos obtenidos por proteólisis de F7 con Asp-N (b). 

 
 

Tabla 6. Secuencia y masa molecular de fragmentos de hidrólisis de Tt7 (F7). El segmento” directo” corresponde al N-
terminal del péptido F7 alquilado previo a la digestión. 
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El análisis por BLAST mostró identidad de secuencia con el resto de las antoxinas (56 a 64 
%), conservando además la posición de las cisteínas con Tt7, lo que podría indicar el mismo 
arreglo en los puentes disulfuro (C6-C56 y C31-C52), Tabla 7. Además, el análisis mostró 
un motivo conservado en las antoxinas (KGSGSXT), correspondiente a un sitio de 
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interacción con tripsina, mientras que en Tt7 este motivo estructural se ubicó en la posición 
14 a 20 (KGKGSXI). Aunque el motivo de antoxinas respecto al de Tt7 difiere en dos 
residuos, se decidió ensayar su capacidad para interactuar con tripsina mediante 
experimentos de inhibición enzimática; no obstante, los resultados mostraron que Tt7 no 
tiene actividad inhibitoria sobre tripsina sección 7.3.1. 

 
Tabla 7. Alineamiento de secuencia Tt7 con antoxinas. Se indica el sitio de interacción de tripsina en cada una. 

 
 
Como parte de la identificación de otros motivos estructurales conservados con 

implicaciones funcionales, se realizó un análisis por HHpred con SCOPE y Pfam 
(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/#/tools/hhpred), logrando asociar Tt7 con otras 365 
proteínas. De ese análisis se identificó un triplete conservado de residuos aromáticos en la 
mayoría de las secuencias, resultando tres tirosinas para Tt7 ubicadas en la posición 22 a 24 
Figura 11.  

 

 
Figura 11. Alineamiento de Tt7 con secuencias relacionadas en estructura (SCOPE) y función (Pfam). Se eligieron las 
primeras 20 secuencias del análisis. Se indica el triplete de aromáticos (rojo), las uniones asignadas entre cisteínas 
(negritas) y el posible sitio de interacción con tripsina (itálicas).  

Péptido Secuencia aminoacídica No.	aa. %	Ident.

Tt7 -EQDPKCLLPRNLGKGKGSTIRYYYDKSAGTCKSFKYKGTQGNGNRFKSKEDCEAACVTA- 59 100

Antoxina -AQDYRCQLSRNYGKGSGSFTNYYYDKATSSCKTFRYRGSGGNGNRFKTLEDCEATCVTAE 60 64

AntoxinaS5 AAADHRCGLIRNLGKGSGSFTIYYYDKATNSCKTFRYRGTGGNGNRFRTLEECETTCVTG- 60 61

AntoxinaS2 AAADHRCGLIRNLGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTYRGTGGNGNRFKTLEECGTTCVTG- 60 61

AntoxinaS3 -ASDYRCNLSRSYGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTYRGTGGNGNRFKTLEECETACVTG- 59 60

AntoxinaS4 -ASDYRCNLSRSYGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTYRGTGGNGNRFKTLEECETTCVTG- 59 58

AntoxinaS1 -ASDYRCNLSRSYGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTCRGTGGNGNRFKTLEECETTCVTG- 59 56

Tt7                 
d1tocr2             
d2odyf2             
d2odyf1             
d2jota_             
d2ca7a_             
d1bika1             
d1yc0i1             
d2kcra_             
1zr0d_             
d1irha_             
d1jc6a_             
d2ddja1             
d1adza_             
d1tfxd_             
d1bunb_             
d2m99a_             
d2m01a_             
d4u30w_             
d4bd9b2

EQDPKCL-LPRNLGKGKGSTIRYYYDKSAGTCKSFKYKGTQGNGNRFKSKEDCEAACVTA
EMHSSCLGDPP--TSCAEGTDITYYDSDSKTCKVL-AASCPSGENTFESEVECQVACGAP
DFKTGCE-PAADSGSCAGQLERWFYNVQSGECETFVYGGCGGNDNNYESEEECELVCKNM
QRNGFCR-LPADEGICKALIPRFYFNTETGKCTMFSYGGCGGNENNFETIEECQKACGAP
--IDTCR-LPSDRGRCKASFERWYFNG—R-TCAKFIYGGCGGNGNKFPTQEACMKRCAKA
DRPSLCD-LPADSGSGTKAEKRIYYNSARKQCLRFDYTGQGGNENNFRRTYDCQRTCLYT
----SCQ-LGYSAGPCMGMTSRYFYNGTSMACETFQYGGCMGNGNNFVTEKECLQTCRT-
QTEDYCL-ASNKVGRCRGSFPRWYYDPTEQICKSFVYGGCLGNKNNYLREEECILACRGV
AQDYRCQ-LSRNYGKGSGSFTNYYYDKATSSCKTFRYRGSGGNGNRFKTLEDCEATCVTAD
NNAEICL-LPLDYGPCRALLLRYYYDRYTQSCRQFLYGGCEGNANNFYTWEACDDACWRI
HGPSWCL-TPADRGLCRANENRFYYNSVIGKCRPFKYSGCGGNENNFTSKQECLRACKKG
NRPTFCN-LLPETGRCNALIPAFYYNSHLHKCQKFNYGGCGGNANNFKTIDECQRTCAAK
---DACV-LPAVQGPCRGWEPRWAYSPLLQQCHPFVYGGCEGNGNNFHSRESCEDACPV-
LKPDFCF-LEEDPGICRGYITRYFYNNQTKQCERFKYGGCLGNMNNFETLEECKNICEDG
-KPDFCF-LEEDPGICRGYITRYFYNNQTKQCERFKYGGCLGNMNNFETLEECKNICEDG
KRHPDCD-KPPDTKICQTVVRAFYYKPSAKRCVQFRYGGCNGNGNHFKSDHLCRCECLEY
-RPRFCE-LAPSAGSCFAFVPSYYYNQYSNTCHSFTYSGCGGNANRFRTIDECNRTCVG-
--KKKCQ-LPSDVGKGKASFTRYYYNEESGKCETFIYGGVGGNSNNFLTKEDCCRECAQG
---ACAN-LPIVRGPCRAFIQLWAFDAVKGKCVLFPYGGCQGNGNKFYSEKECREYCG--
----GCN-LPSKVGPCRVSARMWFHNPETEKCEVFIYGGCHGNANRFATETECQEVCDRY
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7.1.7. Modelado por homología 

Las estructuras utilizadas para obtener el modelo de Tt7 fueron: LmKTT-1a (una 
neurotoxina del escorpión Lychas mucronatus), y antoxina (un analgésico de Hyla 
annectans), ambas resueltas mediante resonancia magnética nuclear (RNM). Al igual que en 
antoxina y LmKTT-1a, en el modelo de Tt7 se observa un arreglo estructural tipo Kunitz, 
que consta de una hoja b-antiparalela, un a-hélice en el extremo carboxilo y una pequeña 
hélice en el amino terminal. Asimismo, para antoxina y LmKTT-1a se muestra su sitio de 
interacción con tripsina (rojo), concordante con lo reportado en la literatura. En el caso de 
Tt7 se sabe que no actúa como inhibidor de tripsina sección 7.3.1; sin embargo, se indica 
este posible sitio de interacción (rojo). También, se demostró que Tt7 no presenta efectos 
letales en ratón como se presenta en antoxina y LmKTT-1a.  

Por otro lado, se indica el triplete de aromáticos localizado al centro de cada estructura 
(gris), del que se desconoce su papel en las tres moléculas, pero pudiera estar relacionado 
con su arreglo estructural Figura 12. 

 

 

Figura 12. Modelado por homología de Tt7 y estructuras por RMN de antoxina y LmKTT-1a. Los mapas indican la 
distribución geográfica de cada especie, en la parte inferior se muestra el alineamiento de las tres secuencias.  

 
Los mapas muestran la distribución en la región asiática y de la india para la rana H. 

annectans y el escorpión L. mucronatus, mientras que T. typhonius se distribuye 
exclusivamente en la región neotropical, esto podría ser indicativo de la gran estabilidad que 
presentan las moléculas con arreglo tipo Kunitz, aunque con pérdidas o ganancias de función. 

Antoxina
Hyla annectans

LmKTT-1a
Lychas mucronatus

Tt7
Trachycephalus typhonius

Tt7 EQDPKCLLPRNLGKGKGSTIRYYYDKSAGTCKSFKYKGTQGNGNRFKSKEDCEAACVTA— 100%
Antoxina AQDYRCQLSRNYGKGSGSFTNYYYDKATSSCKTFRYRGSGGNGNRFKTLEDCEATCVTAE- 64%
LmKTT-1a --KKKCQLPSDVGKGKASFTRYYYNEESGKCETFIYGGVGGNSNNFLTKEDCCRECAQGSC 44%
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7.2. Sistemas de producción de Tt7 por síntesis química y expresión heteróloga  

7.2.1. Producción de Tt7 por síntesis química 

El péptido Tt7 se sintetizó químicamente en modo crudo en dos casas comerciales, 
ChinaPeptides y GenScript. El primer paso de purificación se realizó por rpHPLC, 
obteniendo el péptido sintético Tt7 (sTt7) en forma reducida. Después de la reacción de 
plegamiento de sTt7 se requirieron dos eventos adicionales de purificación para obtener el 
péptido oxidado y puro, obteniendo como rendimiento final 4 µg por cada mg de péptido 
crudo, correspondiente al 0.4 % del producto inicial adquirido. El rendimiento final en ambas 
casas comerciales fue el mismo, lo cual muestra la reproducibilidad del método para 
purificación y plegamiento de péptidos sintéticos Tabla 8 (Anexo 12.21-B).  

 

Tabla 8. Comparación de rendimiento de purificación y plegamiento de sTt7. 

Casa	Comercial	 sTt7	crudo	(µg)	 sTt7	reducido	(µg)	 sTt7	oxidado	(µg)	 Rendimiento	(%)	

ChinaPeptides	 1000	 130	 3.9	 0.39	

GenScript	 1000	 160	 3.8	 0.38	

 
 
Finalmente, un ensayo con Tt7 (nativa) y sTt7 (sintético), purificados de manera 

independiente y en mezcla (coelusión), mostró que sTt7 tiene el mismo tiempo de retención 
de Tt7 (21.5 min), determinando que ambos péptidos presentan el mismo plegamiento 
Figura 13. Sin embargo, debido a los bajos rendimientos de sTt7 no se lograron concretar 
los ensayos biológicos por Hot Plate. Por lo que se recurrió a la expresión heteróloga para 
aumentar la producción de Tt7. 

 

 
Figura 13. Purificación por rpHPLC de Tt7 nativo, sintético y ensayo de coelusión. Se inyectaron 6 µg de Tt7 (a) y 6 µg de 
sTt7 (b). Para el ensayo de coelusión se inyectaron 6 µg de la mezcla Tt7 y sTt7 (3 µg de cada péptido). 
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7.2.2. Expresión heteróloga de Tt7 

El ensamble del gen Tt7 (207 pb) se realizó por la técnica de megaprimers (Anexo 
12.7), obteniendo un producto que fue clonado en pBluescript KS (+) y expresado en el vector 
pQE-30, éste último tiene como peculiaridad la adición de seis histidinas en el extremo amino 
del gen. Además de corroborar la secuencia nucleotídica correcta del gen Tt7, se verificó la 
presencia de la caja TATA que forma parte del promotor y resulta prescindible para la 
transcripción. A continuación, se muestra la secuencia del péptido recombinante esperado, 
indicando la serie aminoácidos incorporados por el vector (itálicas) y la secuencia de 
reconocimiento del Factor Xa (negritas). 

 
MRGSHHHHHHGSIEGREQDPKCLLPRNLGKGKGSTIRYYYDKSAGTCKSFKYKGT
QGNGNRFKSKEDCEAACVTA 

 
Para la transformación bacteriana se ensayaron las cepas Origami, M15 y BL21, 

utilizando 1 mM IPTG e incubación a 37 ºC por 6 h como condiciones óptimas para la 
inducción y expresión, respectivamente. El análisis por SDS-PAGE nos permitió identificar 
la cepa más conveniente, aunque en los tres casos se observó la expresión de una proteína 
con el tamaño esperado (8,362.7 Da), la cepa Origami tuvo mejores rendimientos aparentes, 
a diferencia de BL21 que mostró expresión mínima para la proteína esperada Figura 14. 

 

 
 

Figura 14. Expresión de Tt7 evaluada por SDS-PAGE 15%. a) Origami, b) M15 y c) BL21, indicando la expresión antes 
de inducir (carril 1), después de inducir (carril 2), fracción insoluble (carril 3), fracción soluble (carril 4) y MW (carril 5). 
Se indica la banda del tamaño esperado en cada caso (flecha). Tinción con Azul brillante de Coomassie (20 µl/carri).   

 
Después de seleccionar la cepa Origami como la mejor productora de Tt7, se realizó 

la purificación por cromatografía de afinidad a níquel de la parte soluble e insoluble, teniendo 
mejor rendimiento en los eluatos de fracción soluble, mismos que se re-purificaron por 
rpHPLC. Finalmente, mediante la técnica Western blot se determinó que tanto los eluatos 
colectados de la cromatografía de afinidad a níquel, así como la fracción re-purificada por 
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rpHPLC, correspondían a la masa molecular (Anexo 12.21-C) de la proteína Tt7 
recombinante que ahora llamaremos HisrTt7 Figura 15.  

 

 
Figura 15. Purificación de la proteína recombinante HisrTt7. Re-purificación por rpHPLC de eluatos colectados por níquel 
utilizando 300 mM imidazol, Tris-HCl, pH8.0 (a). SDS-PAGE 15%, tinción con coomassie (b) y Western blot, utilizando 
anti-histidinas (c); MW (carril 1), eluato de NiNTA con 300 mM imidazol (carril 2) y repurificación por rpHPLC (carril 
3). 

 
El rendimiento final de HisrTt7 fue 1.2 mg por litro de cultivo, superando la 

producción respecto a la obtenida por síntesis química. Por otro lado, considerando la adición 
del sitio de reconocimiento para Factor Xa en el gen Tt7, se realizó un corte proteolítico con 
esta enzima para escindir la etiqueta de histidinas que agrega el vector Tabla 9. No obstante, 
el rendimiento disminuyó considerablemente (37 µg/l de cultivo), por lo que se decidió 
analizar la estructura de HisrTt7 y comparar su actividad biológica con el péptido nativo Tt7, 
esperando encontrar actividad analgésica con HisrTt7.  

 

Tabla 9. Comparación de rendimiento de los péptidos recombinantes HisrTt7 y rTt7. 

Péptido 
Purificación por 

afinidad a Ni 

(mg/l cultivo) 

Purificación por 
RP-HPLC 

(mg/l cultivo) 

Hidrólisis con Factor Xa 

y purificación RP-HPLC 

(mg/l cultivo) 

% Recuperación 

(por l de cultivo) 

HisrTt7 1.3 ± 0.2  0.8 ± 0.2 NA 66.3  

rTt7 1.3 ± 0.2  0.8 ± 0.2 0.037 ± 0.005 2.9 

NA, no aplica 
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7.2.2.1.Caracterización estructural de HisrTt7 

La estructura secundaria de Tt7 y HisrTt7 se determinó por dicroísmo circular (DC). 
El espectro DC muestra un arreglo conformacional tipo a/b para ambos péptidos, ya que se 
observa una señal de absorbancia mínima a 208 nm y otra a 222 nm, característica en 
moléculas con este arreglo estructural Figura 16.  

 

 
Figura 16. Espectro de dicroísmo circular de Tt7 y HisrTt7. Ensayo en 60% TFE a temperatura ambiente.  

 
Los datos experimentales se analizaron a través del servidor K2D3 para la asignación 

del porcentaje estructural, en el caso de Tt7 se determinó un 57.7% de a-hélice y 16.6 % de 
hoja-b, mientras que para HisrTt7 los porcentajes asignados fueron de 62.6% a-hélice y 
13.8% hoja-b. La estructura secundaria asignada concuerda con el modelo tridimensional 
propuesto en la Figura 12.  

Para determinar el patrón de enlaces disulfuro de HisrTt7 se realizaron digestiones 
proteolíticas (con elastasa) del péptido oxidado y reducido, determinando las masas 
moleculares para cada una. La Figura 17 muestra el empalme de los perfiles cromatográficos 
obtenidos por digestión enzimática, en azul se muestran las fracciones obtenidas del péptido 
oxidado y en rojo las fracciones obtenidas del péptido reducido. De esta manera se 
identificaron dos fracciones que aparecen en el cromatograma en azul (señaladas con flecha), 
y desaparecen en el cromatograma rojo. El análisis de masa molecular para ambas fracciones 
(1,999.52 Da y 1,564.01 Da) determinó que correspondían a fragmentos peptídicos unidos 
de manera covalente por cisteínas, estos datos se corroboraron por un análisis de digestión in 
silico mediante ProteinProspector en MS-Digest (http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-
bin/msform.cgi?form=msdigest), confirmando la masa molecular teórica para ambos 
fragmentos (1,999.18 y 1,564.75), concordante con la secuencia de aminoácidos. Este 
análisis nos permitió determinar el arreglo entre las cisteínas de HisrTt7 Cys1-Cys4 y Cys2-
Cys3, concordante con el modelo propuesto para Tt7 y con el patrón de las antoxinas. 
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Figura 17. Empalme de cromatogramas obtenidos por digestión proteolítica de HisrTt7. Digestión con elastasa de HisrTt7 
oxidado (azul) y reducido (rojo). Los fragmentos señalados se mantienen unidos por cisteínas aún después de la digestión 
(flecha). En la parte superior se muestra el patrón de unión asignado para los enlaces disulfuro. 

 

7.3. Determinación de actividades biológicas in vivo e in vitro Tt7 y HisrTt7 

7.3.1. Ensayo de inhibición de actividad enzimática de tripsina 

Para conocer la relevancia funcional del motivo KGKGSXI presente en Tt7, 
identificado como posible inhibidor de tripsina sección 7.1.6, se realizó un ensayo de 
inhibición de actividad enzimática. Como base experimental sabemos que la reacción 
enzimática entre la tripsina con el sustrato BAPNA (Nα-Benzoyl-DL-Arginine-p-
Nitroanilide), genera Nα-Benzoyl-DL-Arginine y p-Nitroaniline, de los cuales el último 
componente produce un color amarillo característico con absortividad a 405 nm Figura 18. 

 

 
Figura 18. Mecanismo de reacción Tripsina frente a BAPNA. Los productos generados son Nα-Benzoyl-DL-Arginine y p-
Nitroaniline. 
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El experimento consistió en evaluar el efecto de Tt7 y HisrTt7 en presencia de 
tripsina, los cuales en principio podrían formar un complejo Tripsina-Inhibidor (Tripsina-Tt7 
y Tripsina-HisrTt7), como ocurre con inhibidores comerciales como SBTI (Soybean Trypsin 
Inhibitor). De tal manera que la interacción de tripsina con sus inhibidores evitaría la 
formación del producto p-Nitroaniline, lo que se traduce en la ausencia de color amarillo con 
absorbancia a 405 nm.  

En la Figura 19 se observa en verde el efecto enzimático de la tripsina utilizando 33.3 
µg/ml (400 nM) en presencia del sustrato BAPNA (100 % de actividad), asimismo se muestra 
en rojo el efecto de la tripsina en presencia de BAPNA y de un inhibidor comercial (100 % 
de inhibición). En el caso de Tt7 se ensayó un máximo de 27 µg/ml por ser la cantidad de 
material disponible (azul), con la cual no se observó ningún efecto de inhibición. De igual 
manera, al ensayar el péptido recombinante HisrTt7 en una cantidad equivalente y en exceso 
respecto al nativo (27 µg/ml y 429 µg/ml), se obtuvo un efecto de actividad enzimática del 
100%, permitiendo descartar a Tt7 como inhibidor de tripsina. 

 

 
Figura 19. Ensayo de inhibición de tripsina para Tt7 y HisrTt7. Se cuantificó el producto generado p-Nitroaniline. 

 

7.3.2. Evaluación por Hot Plate de Tt7, HisrTt7 y rTt7 

Para determinar el efecto de las histidinas en el péptido recombinante, se decidió 
ensayar el péptido con la serie de histidinas (HisrTt7), así como el péptido recombinante sin 
histidinas (rTt7), incluyendo como control el péptido nativo (Tt7). En la prueba por Hot Plate 
se observa el efecto de Tt7 (0.5 mg/kg) a partir de los 30 min y hasta los 60 min, tendencia 
observada para el péptido sin histidinas rTt7. Sin embargo, en el caso de HisrTt7 podemos 
ver un efecto importante a partir de los 15 min, disminuyendo drásticamente a los 45 min 
Figura 20. La tendencia observada para HisrTt7 al no ser comparable con los péptidos Tt7 
y rTt7, hace pensar que la serie de histidinas adicionales en el péptido recombinante tienen 
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alguna afinidad en los sistemas biológicos in vivo, resultado comparable con los ensayos 
Patch clamp. Esto se puede traducir como la capacidad de HisrTt7 para asociarse con otros 
nociceptores, pero por un tiempo relativamente corto. 

 

 
 

Figura 20. Ensayo de analgesia por Hot Plate de Tt7, rTt7 y HisrTt7. Comparación del efecto biológico del péptido nativo 
(Tt7), recombinante sin histidinas (rTt7) y recombinante con histidinas (HisrTt7). Administración vía intraperitoneal. 
ANOVA two-way, Bonferroni test, datos expresados como media ± SEM *p<0.05, **p<0.025 comparados con la solución 
vehículo (PBS); ratones CD1 machos, 18-20 g, Tt7 n=6, rTt7 n=3, PBS, Ketorolaco y HisrTt7 n=14). 

 

7.3.3. Ensayos por Patch clamp de Tt7 y HisrTt7 en canales asociados a dolor 

De acuerdo a la actividad de Tt7 sobre SNP (sección 7.1.4), y considerando que el 
blanco de las antoxinas apunta a los canales Nav sensibles a tetrodotoxina (TTX-S), se eligió 
el subtipo Nav1.7 para los ensayos electrofisiológicos (considerando que de los cinco canales 
Nav vinculados a dolor, el subtipo Nav1.7 es el único TTX-S y además se expresa en SNP). 
El péptido Tt7 se probó en concentraciones de 5 y 30 µM, observando un bloqueo del 7% al 
utilizar la concentración máxima Figura 21a. No obstante, el bloqueo no modifica la 
activación o inactivación del canal Figura 21b. En el caso de HisrTt7 se probaron 
concentraciones crecientes de 5, 15 y 50 µM, siendo la concentración máxima la que mostró 
un efecto de bloqueo de 76%. Además, se observó un corrimiento de HisrTt7 en el tiempo al 
pico (Tpeak, tiempo que tardan en abrirse todos los canales), que fue significativamente mayor 
respecto a Tt7 (HisrTt7 DTpeak=0.32, Tt7 DTpeak=0.04), Figura 21c. Esto explica la activación 
de los canales a potenciales más positivos para HisrTt7 (-20 mV), respecto al control (-30 
mV). Asimismo, la inactivación de los canales ocurre a potenciales más positivos, Figura 
21d. Los ensayos por Patch clamp mostraron diferencias en términos electrofisiológicos de 
Tt7 y HisrTt7, por lo que el ensayo por Hot plate se volvió fundamental para evaluar las 
implicaciones de HisrTt7 en sistemas in vivo. 
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Figura 21. Ensayo por Patch clamp de Tt7 y HisrTt7 en CHO-hNav1.7. El registro de Tt7 30 µM (a) muestra un bloqueo 
de 7% (trazo gris), a diferencia del registro con HisrTt7 50µM (c) que muestra con bloqueo del 76 % (trazo gris). Se indica 
la diferencia en corrimiento del tiempo al pico en ambos casos (flecha). Las curvas de activación e inactivación con Tt7 
(b) no se ven alteradas, en contraste con el efecto de HisTt7 (d) cuya activación (círculos) e inactivación (triángulo 
invertido) del canal ocurre a potenciales más positivos (célula completa, n=4). 

 

7.3.4. Ensayos de fluorescencia por imagenología de calcio en neuronas GRD 

En colaboración con el Dr. Soto (BUAP) se llevaron a cabo registros con la técnica de 
Imagenología de Calcio para determinar el efecto de Tt7 sobre los cambios de fluorescencia 
de calcio producidos por cambios de pH extracelular en condiciones control (solución de alto 
potasio 20 mM) y en presencia de Tt7 Figura 22.  

Los ensayos de fluorimetría con 100 nM de Tt7 muestran un efecto inhibitorio de las 
corrientes ASIC en neuronas GRD con respecto al control positivo. El porcentaje de bloqueo 
de corriente observado fue de 76.4 % ± 1.4 %, sugiriendo como posibles blancos de acción 
los canales ASIC relacionados con la percepción del dolor, tales como ASIC 3, ASIC 2b+3, 
ASIC 1b+3 ó ASIC 1a+3. Finalmente, el efecto de recuperación de las células después de la 
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perfusión con solución ácida, pH 6.1, indicaría que el efecto de Tt7 sobre las corrientes 
generadas en canales sensibles a ácido serían reversibles. 

 

 
 

Figura 22. Ensayo fluorimétrico por imagen de calcio de Tt7 sobre neuronas GRD. Los trazos de la gráfica representan 
los registros de dos células (rojo y negro) ensayadas bajo las mismas condiciones. A) Solución con alto potasio (20 mM), 
B) solución extracelular, pH 6.1 (control), C) efecto de 100 nM de Tt7 en solución extracelular, pH 6.1, D) efecto de 
recuperación de las neuronas después de lavar con la solución extracelular, pH 6.1 (neuronas totales ensayadas=6). 

 
 

7.3.5. Modelo de nociceptores relacionados con Tt7  

De acuerdo a los resultados sobre la actividad biológica de Tt7 podemos descartar al 
canal Nav1.7 como su blanco de acción. Sin embargo, los ensayos por Hot Plate nos 
permitieron señalar a los nociceptores activados por calor extremo (55 ºC), como posibles 
blancos moleculares. Asimismo, podemos proponer la señalización de Tt7 a través de 
nociceptores activados por protones, como ocurre frente estímulos que generan acidosis 
tisular. En la siguiente imagen se muestran algunos canales que podrían estar involucrados 
en el mecanismo de acción de Tt7 Figura 23. 
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Figura 23. Posibles nociceptores implicados con la actividad analgésica de Tt7. Se ejemplifica la vía de señalización de 
dolor aplicando un estímulo térmico simulando el modelo de Hot Plate. Inicia con la activación de las neuronas aferentes, 
fibras Ab y Ad-II (azul), activando a su vez a la interneurona (verde), que transmite la señal al cerebro por el haz 
neoespinotalámico (amarillo), o bien, transmitiendo la señal hacia las neuronas eferentes (rojo). Sin embargo, si el estímulo 
provocara acidosis tisular o inflamación la señalización del dolor sería por el haz paleoespinotalámico, activado por las 
fibras C. A la derecha se hace referencia de algunos nociceptores que se expresan en las terminales nerviosas sensitivas, 
en el ganglio dorsal o en las terminaciones axonales. En el inset a la izquierda, se indican los receptores activados frente 
a calor extremo (TRPV1, TRPV2 y TRPM3), así como aquellos activados frente a cambio de pH (ASIC), que en un escenario 
“in vivo” este efecto ocurriría por acidosis tisular. Asimismo, se indica el canal sobre el cual Tt7 no presentó efecto en los 
ensayos de electrofisiología (Nav1.7). En el inset central se muestran los canales que podrían estar relacionados con Tt7, 
que de acuerdo con los ensayos de fluorimetría con calcio serían los canales ASIC, y concordante con los ensayos de Hot 
Plate podría ser TRPV1, TRPV2 ó la forma en heterodímero TRPV1-V2. 
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8. Discusión 

Considerando la demanda por identificar nuevos componentes con alta potencia 
analgésica sobre diferentes tipos de dolor, pero cuyos efectos secundarios sean menores 
respecto a otros agentes comerciales como Celebrex, Vioxx o Bextra (con riesgos cardiacos 
asociados)99, se realizó la búsqueda de péptidos con esta actividad biológica a partir de la 
secreción de piel de diferentes anfibios (salamandras, cecilias y ranas). Desafortunadamente, 
para salamandras obtuvimos cantidades mínimas de secreciones, a diferencia de otros 
reportes donde obtienen entre 1-13 mg/individuo mediante estimulación eléctrica81, mientras 
que nosotros obtuvimos cantidades <0.01 mg/individuo mediante la aplicación de un 
estímulo químico, lo cual refleja la eficiencia de otros sistemas de estimulación con respecto 
al que utilizamos. 

Para la cecilia la cantidad de secreciones fue mucho mejor (0.4 mg/individuo) en 
relación a las obtenidas con las salamandras, permitiéndonos realizar la separación de los 
componentes peptídicos y protéicos mediante rpHPLC, aunque con concentraciones mínimas 
por cada fracción. Por ello el ensayo de analgesia se realizó con la secreción total de piel, 
pero con resultados negativos en esta prueba, con la cantidad ensayada.  

En el caso particular de la rana T. typhonius se sabía de su gran capacidad para 
producir secreciones de piel con el mínimo contacto con ella, permitiendo obtener cantidad 
de material suficiente para la búsqueda e identificación de componentes bioactivos. De las 
dos fracciones obtenidas con actividad analgésica (7 y 25), sólo se realizó la caracterización 
del componente peptídico (fracción 7), ya que de acuerdo a los resultados preliminares por 
Hot plate, Tt7 actúa sobre SNP y SNC lo que implicaría la presencia de un receptor a nivel 
periférico y otro a nivel central, o bien un mismo receptor que se exprese en ambas regiones. 
Por otro lado, el hecho de que la proteína identificada (fracción 25), tuviera un menor rango 
de acción (solo en SNC), podría estar relacionado por la baja afinidad sobre algún nociceptor, 
indicando la probabilidad de tener otros blancos moleculares y por quizá otras funciones 
biológicas primarias. 

En este trabajo se logró caracterizar un péptido de 6510 Da, siendo el primer 
componente con actividad antinociceptiva identificado en un anfibio del Nuevo Mundo, 
denominado Tt7. El péptido Tt7 mostró similitud con péptidos analgésicos de la familia 
antoxina, los cuales han sido identificados solamente en ranas asiáticas (H. annectans y H. 
simplex), hasta el momento45,73.  

Tanto T. typhonius como el género Hyla pertenecen a la superfamilia Hyloidea, en la 
cual se incluyen los grupos Dendrobatidae y Phyllomedusinae como ancestros a 
Trachycephalus e Hyla100. En orden cronológico aparecen primero los dendrobatidos, que 
resaltan por las toxinas que secretan de su piel en forma de alcaloides con blanco sobre 
canales iónicos activados por voltaje75. Posteriormente, surgen las Phyllomedusas que son 
capaces de secretar tanto componentes tóxicos (semejantes a las toxinas de dendrobátidos), 
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como analgésicos peptídicos (con acción sobre receptores de tipo opioide). Subsecuente a 
estos dos grupos aparece la rana T. typhonius que además de presentar un componente tóxico 
de tipo protéico (de alrededor de 50 kDa, datos no publicados), presentó un componente 
antinociceptivo similar al que aparece en dos ranas asiáticas Hyla, que corresponde al grupo 
más reciente en la filogenia de hylidos. 

De acuerdo a los datos taxonómicos y bioquímicos encontrados en los cuatro grupos 
(Dentrobatidae, Phyllomedusinae, Trachycephalus e Hyla), los tres primeros corresponden a 
ranas exclusivas en América, mientras que Hyla resulta un género cosmopolita, pero cuyas 
especies H. annectans y H. simplex se ubican únicamente en Asia (sitio web: Amphibiaweb). 
Resulta interesante la prevalencia de moléculas tóxicas en ranas de diferentes continentes, 
mientras que para el caso de Tt7 y antoxinas podrían pensarse como resultado de 
convergencia evolutiva. Aunque Tt7 no presentó efectos de intoxicación con las dosis 
ensayadas en ratones, sería necesario considerar ensayos dosis-respuesta para evaluar 
posibles efectos secundarios, como ocurre con antoxina a dosis elevadas o con otros 
fármacos73. Asimismo, sería interesante la caracterización bioquímica de ranas mexicanas 
Hyla, en busca de componentes bioactivos tipo antoxinas. 

Como parte del análisis biológico de Tt7 se requirió una producción mayor del 
péptido optando por los sistemas de síntesis química y expresión heteróloga, una 
reproducibilidad excelente en ambos métodos. No obstante, por síntesis química existe una 
limitante con el rendimiento final, a mayor tamaño de péptido menor pureza. A diferencia 
del proceso de expresión heteróloga, donde se logró un rendimiento considerablemente 
superior (1 mg/litro), respecto a las alcanzadas al sintetizar el péptido químicamente (4 µg/mg 
de producto crudo). Sin duda en este trabajo se demuestra una vez más que el método de 
expresión heteróloga es más conveniente para péptidos grandes (> 50 residuos). 

La expresión del péptido recombinante Tt7 sin histidinas (rTt7), y su efecto en el 
modelo de dolor agudo por Hot plate, confirmó su acción antinociceptiva comparable con la 
obtenida por el péptido nativo Tt7. Aunque se esperaría un efecto nociceptivo mayor de rTt7 
frente a Tt7, por el incremento de la dosis del péptido recombinante (1.5 mg/kg) respecto al 
nativo (0.5 mg/kg), los tiempos de latencia fueron similares en ambos casos. Esta respuesta 
podría deberse a un efecto techo de Tt7, donde el aumento de la dosis no representa un mayor 
efecto analgésico, como ocurre frecuentemente con los AINE33. Por otro lado, HisrTt7 
también mostró un efecto antinociceptivo, pero con un corrimiento en la respuesta de 
analgesia, más temprano respecto al comportamiento de Tt7 y rTt7. Correlacionando el 
efecto observado de HisrTt7 en Hot Plate con los resultados obtenidos en Patch clamp del 
canal Nav1.7, podría pensarse que las histidinas presentan un efecto de bloqueo in vivo sobre 
ciertos nociceptores, pero que no necesariamente son los blancos moleculares de Tt7.Aunque 
las histidinas no modifican sustancialmente la estructura de Tt7, existen reportes donde 
indican que la presencia de una serie de histidinas (como en HisrTt7), puede interferir de 
manera importante con la actividad biológica101,48, ya que estos residuos extra podrían actuar 



	

	 66	

como un inhibidor competitivo del blanco molecular de Tt7, o bien podrían interactuar con 
otros receptores. 

Con objeto de identificar los mecanismos de acción de Tt7 se continuó con su 
caracterización, encontrando relación estructural con las antoxinas y con un péptido de 
alacrán llamado LmKTT-1a, la semejanza entre estos péptidos permitió encontrar dos 
motivos conservados en estas secuencias. El primer motivo corresponde a un sitio de 
interacción con tripsina, lo que le permitiría actuar como inhibidor de esta enzima. En este 
sentido, pese a que LmKTT-1a se describe como un componente tóxico, también ha mostrado 
una función alterna como inhibidor de tripsina (Ki de 0.025 µM), al igual que la antoxina (Ki 
de 0.140 µM)73,102. Por el contrario, aunque Tt7 presentó un sitio de interacción con tripsina 
(KGKGSXI) no mostró esta actividad biológica, lo que hace pensar que la conformación 
tridimensional de Tt7 ejerce una modificación importante sobre el sitio de inhibición de 
tripsina103. 

El segundo motivo corresponde a tres residuos aromáticos ubicados en la posición 22 
a 24 de Tt7, el cual se ha observado en péptidos relacionados a Tt7 y que además presentan 
un arreglo tipo Kunitz. Si los péptidos con estructura Kunitz representan diferentes moléculas 
bioactivas, pero no todas estas moléculas tienen función antinociceptiva, entonces podríamos 
pensar que la ocurrencia del triplete es indispensable para el arreglo estructural más que para 
definir alguna actividad biológica específica (antinociceptivo, inhibidor de tripsina, toxina, 
etc.). Además, es importante señalar la posición de este triplete de aromáticos al centro de 
las moléculas, lo cual impide que estén relacionados directamente con la interacción sobre 
receptores o enzimas. 

El arreglo de Tt7 como tipo Kunitz permitió relacionarlo con antoxinas (péptidos de 
rana), LmKTT-1a (toxina de alacrán), APETx2 (péptido de anémona) y a-dendrotoxina 
(toxina de serpiente), entre otras moléculas19,73,104. Por ejemplo, se sabe del efecto de 
antoxinas sobre canales Nav TTX-S en neuronas de GRD con IC50 de 3.4 µM73, lo que ayudó 
a proponer ensayos para evaluar el efecto de Tt7 sobre canales Nav. Sin embargo, debido a 
que sólo se demostró una actividad biológica mínima sobre Nav1.7, sería interesante evaluar 
otros subtipos de Nav relacionados a dolor (Nav1.1, Nav1.8). Por otro lado, LmKTT-1a actúa 
como bloqueador de Kv 1.3 con IC50 de 1.58 µM, además de tener un efecto mínimo sobre 
Kv 1.1 y Kv 1.2102, esto apoyaría la idea de evaluar el efecto de Tt7 sobre estos canales.  

Como lo demuestran los ensayos por Patch clamp el blanco de Tt7 corresponde a un 
nociceptor diferente a Nav1.7. Considerando la relación estructural con APETx2 y a-
dendrotoxina se podría sugerir otros blancos de acción para Tt7. En el caso de APETx2 se ha 
determinado su afinidad sobre canales ASIC3 (IC50 de 63 nM), ASIC 2b+3 (IC50 de 117 nM), 
ASIC 1b+3 (IC50 de 0.9 µM) y ASIC 1a+3 (IC50 de 2 µM)19. Asimismo, para a-dendrotoxina 
se determinó actividad sobre canales ASIC en cultivos con GRD con una IC50 de 0.8 µM105. 
De acuerdo a los resultados obtenidos por fluorimetría mediante imagen de calcio, podríamos 
pensar que Tt7 tiene afinidad sobre un nociceptor de la familia ASIC105. Sin embargo, 
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considerando que el estímulo que se utilizó en los experimentos in vivo (calor extremo), sería 
factible pensar en nociceptores que se activen sólo con calor, o bien en nociceptores 
polimodales. Por ejemplo, algunos de la familia TRPV y TRPM. De TRPV1 se sabe que se 
activa frente a acidosis tisular, y en presencia de estímulos térmicos superiores a los 42 ºC21. 
Además, se expresa en neuronas aferentes de tipo nociceptivo y en neuronas en el cerebro, 
lo cual concuerda con los resultados obtenidos por Hot Plate al inyectar Tt7 vía intracraneal. 
Por ello, sería interesante hacer una evaluación del efecto de Tt7 en canales TRPV. 
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9. Conclusiones 

 
• Se obtuvo una fracción de la secreción de piel de la rana T. typhonius con actividad 

analgésica evaluada por vía de administración intraperitoneal e intracraneal (0.5 mg/kg y 

0.1 mg/kg, respectivamente). 

• El componente analgésico de naturaleza peptídica (Tt7) consta de 59 aa y 4 cisteínas 

formando dos puentes disulfuro. 

• Este es el primer reporte de una antoxina en un anfibio americano.  

• Se logró la expresión heteróloga del péptido Tt7 (HisrTt7) en pQE-30 en la cepa Origami. 

• El péptido recombinante HisrTt7 conservó la misma estructura secundaria del péptido 

nativo y un arreglo de uniones disulfuro Cys1-Cys4, Cys2-Cys3. 

• El péptido Tt7, así como sus similares recombinantes, tuvieron un efecto analgésico en 

un modelo de dolor térmico agudo. 

• Los péptidos recombinantes HisrTt7 y rTt7 tuvieron actividad biológica en la prueba Hot 

Plate administrando 1.5 mg/kg, mientras que con el péptido nativo se demostró actividad 

analgésica a partir de 0.5 mg/kg. 

• La falta de inhibición sobre la actividad de tripsina de Tt7 puede deberse al reemplazo de 

T20I y al cambio conformacional de la estructura terciaria de Tt7. 

• Se identificó que péptido Tt7 puede tener su actividad analgésica por bloqueo de los 

canales ASIC.   
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10. Perspectivas 

 
• Con efecto de aumentar la secreción de piel de salamandras, sería conveniente el uso 

de la estimulación eléctrica, como se ha visto en otros reportes con estos animales. 

 
• Para el caso de las secreciones de la cecilia sería interesante hacer los ensayos en 

modelos que permitan evaluar otro tipo de dolor (formalina, coletazo, contracciones 
abdominales, etc.), o bien, realizar ensayos con dosis mayores (p. ej. 0.5 mg/kg por 
fracción).   

 

• Considerando los ensayos de imagen de calcio sería ideal realizar pruebas 
electrofisiológicas en canales ASIC3, ASIC 2b+3, ASIC 1b+3 y ASIC 1a+3, los 
cuales están involucrados en la percepción del dolor de alto umbral. Asimismo, se 
sabe que los canales ASIC 1a+2a, ASIC 1a+2b, están involucrados en nocicepción 
cutánea y central, por lo que podrían ser receptores interesantes a evaluar. 

 
• De acuerdo con el tipo de estímulo aplicado en los experimentos in vivo, sería 

importante evaluar el efecto de Tt7 sobre los canales TRPV1 y TRPV2, los cuales se 
activan frente a calor por arriba de 50 ºC. 

 
• Resulta fundamental evaluar Tt7 en otros modelos de analgesia relacionados a dolor 

inflamatorio y acidosis tisular, como la prueba de formalina o por inducción de 
contracciones abdominales, ya que se sabe que los canales ASIC se activan frente a 
este tipo de estímulo. 

 
• Sería interesante evaluar el motivo estructural de triple tirosinas identificado en Tt7, 

así como el motivo de interacción con tripsina (KGKGSXI), mediante mutación 
dirigida de residuos específicos (p. ej el cambio de KGKGSXI por KGKGSXT). 
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12. Anexos. Protocolos, Figuras complementarias y Producción científica. 

12.1. Soluciones y buffers generales 

• NaCl 5 M. Disolver 146.1 de NaCl en agua destilada y aforar a 500 mL.   
• MgCl2 100 mM. Disolver 0.203 g de MgCl2 en agua destilada y aforar a 10 mL. 
• HCl 1N. Disolver 0.8 62 mL de HCl concentrado (11.6 N) y llevar a 10 mL de H2O. 
• NaOH 10 M. Disolver 4 g de NaOH en agua destilada y llevar a un volumen final de 

10 mL.  
• TFE 60 % v/v. Diluir 60 mL TFE en 40 mL de agua destilada. 
• Tris-HCl 1 M, pH 8.0. Disolver 121.1 g en 1 L de H2O y ajustar pH con HCl. 

12.2. Soluciones para estimular y colectar las secreciones de piel  

• Acetato de sodio (NaCl 50 mM, CH3COONa 25 mM). Disolver 1 mL de NaCl 5 M 
y 205 mg de acetato de sodio, aforar a 100 mL con agua destilada. 

• Acetato de sodio con norepinefrina (NaCl 50 mM, CH3COONa 25 mM, norepinefrina 
200 mM). Disolver 1 mL de NaCl 5 M, 205 mg de acetato de sodio y 4.1 g de 
norepinefrina, aforar a 100 mL con agua destilada. 

12.3. Reactivos para cuantificación por BCA 

Se calcula la cantidad de reactivo de BCA a utilizar de acuerdo a la siguiente fórmula: 
 
BCA = [ # MS (duplicado) + # ST + # Blanco (duplicado)] [200 µL] 
 
Donde   MS, es la muestra problema 

ST, son las diluciones estándares de BSA preparadas en serie desde 10 a 320 
µL para calcular la curva de concentración 
Blanco, solución de disolución de muestra 

 
El reactivo BCA se prepara en el momento de la cuantificación mezclando las 
siguientes soluciones (incluidas en el kit comercial) en la proporción indicada (51 
partes A por y 1 parte de B) 

12.4. Buffers para cromatografía rpHPLC 

• Disolvente A (TFA 0.1% v/v). Diluir 1 mL de TFA en 999 mL de agua tetradestilada. 
Filtrar a través de una membrana de 0.22 micras. 

• Disolvente B (Acetonitrilo, TFA 0.1% v/v). Diluir 1 mL de TFA en 999 mL de 
acetonitrilo. Filtrar a través de una membrana de 0.22 micras. 
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12.5. Soluciones para reducción y alquilación  

• Dithiothreitol (DTT). Disolver 5 mg de DTT en 25 µL Tris-HCl 200 mM, pH 8.6. 
• Ácido yodoacético. Disolver 10 mg de ácido yodoacético en 50 µL Tris-HCl 200 mM 

y ajustar el pH a 8.6. 

12.6. Reactivos para plegamiento 

• Glutatión reducido (GSH) 10 mM. Disolver 15.3 mg de GSH en la solución de 
plegamiento. Se debe preparar en el momento. 

• Glutatión oxidado (GSSH) 1 mM. Disolver 3 mg de GSSH en la solución de 
plegamiento. Se debe preparar en el momento. 

12.7. Ensamble del gen sintético 

Oligonucleótidos para el ensamble del gen sintético, se purificaron de acuerdo al protocolo 
de la Unidad de Síntesis del IBt, UNAM. 
 

Oligo 1_Fw 5’GATCCATCGAGGGACGCGAACAAGATCCGAAATGTCTGTTACCTCGTAATCTTGGTAAG
GGCAAAGG-3’ 

Oligo 2_Rw 5’TAGAACCATTCCCGTTTCCTTCGTGGTAAGCGATAATGATACTGTTTTCACGTCCATGTA
CGTTCAGTAAA-3’ 

Oligo 3_Fw 5’CAGGTACATGCAAGTCATTTAAATATAAAGGCACGCAGGGGAACGGTAATCGGTTCAAG
TCT-3’ 

Oligo 4_Rw 5’GCCATTAGCCAAGTTCAGATTTCTCCTAACACTTCGGCGCACGCAATGACGAATTATCGA
CGTC-3’ 

 
La amplificación del gen puede ser directa (PCR 3), o bien por ensamble del megaprimer 1 
(PCR 1) con el megaprimer 2 (PCR 2). 
 

 PCR 1 (oligo 1 + 2) PCR 2 (oligo 3 + 4) PCR 3 (oligo 1 a 4) 

10X Buff. Enzima + MgCl2  5 µL 5 µL 5 µL 
dNTPs (5 mM) 2 µL 2 µL 2 µL 
Oligo 1_Fw (10 µM) 2 µL -- 2 µL 
Oligo 2_Rw (10 µM) 2 µL -- 0.2 µL 
Oligo 3_Fw (10 µM) -- 2 µL 0.2 µL 

Oligo 4_Rw (10 µM) -- 2 µL 2 µL 
Vent polimesasa  0.5 µL 0.5 µL 0.5 µL 
H2O 38.5 µL 38.5 µL 38.1 µL 

 
 
La reacción de PCR para amplificación del gen lleva dos pasos de alineamiento, el primero 
para que todos los oligonucleótidos se logren ensamblar y el segundo paso es para enriquecer 
el empalme. Asimismo, en este segundo paso se puede adicionar una cantidad extra de Oligo 
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1_Fw y Oligo 4_Rw para mejorar la amplificación del gen. La temperatura para el 
alineamiento se considera en función del segmento de empalme.  

 
Desnaturalización 
94 ºC 5 min (adición enzima, hot start) 
Alineamiento I (8 ciclos) 
94 ºC 30 s 
48 ºC 1 min 
72 ªC 30 s 
Alineamiento II (25 ciclos) 
94 ºC 30 s 
60 ºC 30 s 
72 ºC 30 s 
Elongación 
72ºC 5 min 

12.8. Defosforilación de vector 

Fosfatasa alcalina  2 µL 
Buffer   2 µL 
Vector   20 µL 
La reacción se incuba por una hora a 37 ºC y se inactiva 15 min a 65 ºC 

12.9. Reacciones para ligación  

Vector de clonación pKS Bluescript II (+) Vector de expresión pQE-30 

Inserto (Producto PCR 3)     1.5 µL  
pKS/EcoRV      1.0 µL 
Buffer 10 X T4 DNA     2.0 µL 
T4 DNA ligase                   1.0 µL 
H2O     14.5 µL 

Inserto   12.0 µL 
Vector pQE30        3.0 µL 
Buffer 10 X T4 DNA   2.0 µL 
T4 DNA ligase                 1.0 µL 
H2O     2.0 µL 

 
Después de cada proceso de ligación se mezcla por inversión y se incuba a 16 ºC por 
16 horas. 

12.10. Medios de cultivo y soluciones para medios 

• Medio SOB. Disolver 20 g de triptona o peptona, 5 g de extracto de levadura, 0.58 g 
de NaCl, 0.19 g de KCl y disolver en 800 mL de H2O. Aforar a 1 L y esterilizar por 
autoclave 121 ºC 15 lb/inc2 durante 20 min. Agregar 10 mL de MgCl2 1M estéril y 
10 mL MgSO4 1M estéril 

• Medio SOC. Agregar 1.8 mL de glucosa 20% filtrada a un medio SOB estéril de 100 
mL. La concentración final será de 20 mM. 
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• Medio Luria (Lb). Disolver 5 g de extracto de levadura, 10 g de bacto triptona y 10 g 
de cloruro de sodio. Aforar a 1 L con H2O. Para cajas de Petri agregar 4.5 g de agar 
en 300 mL de medio Lb (previamente fundido) y adicionar 300 µL de ampicilina 
(verificando que el medio este tibio).  

• X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside). Preparar 20 mg/mL en 
dimetilformamida, cubrir con aluminio y almacenar a -20 ºC. 

• IPTG (Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside) 1M. Disolver 2.38 g de IPTG en 8 mL 
de H2O, ajustar el volumen a 10 mL y esterilizar por filtración (22 µm). Hacer 
alícuotas de 1 mL y almacenar a -20 ºC.  

• Ampicilina 100 mg/mL (1000X). Disolver 1 g de ampicilina en 10 mL de agua 
destilada y esterilizar utilizando un filtro de 22 µm. Almacenar a -20 ºC. 

• Kanamicina 5 mg/mL. Disolver 10 mg en 2 mL de agua destilada y esterilizar 
utilizando un filtro de 22 µm. Almacenar a -20 ºC. 

12.11. PCR de colonia 

Mezcla de reacción para PCR de colonia (10 reacciones)  
Buffer 10X + MgCl2 10 µL 
dNTPs (5 mM)                 4 µL 
Oligo T7 (10 µM)  4 µL 
Oligo T3 (10 µM)  4 µL 
Taq polimerasa                 2 µL 
ddH2O   26 µL 
 
Desnaturalización  
95 ºC 1 min 
Alineamiento (30 ciclos)    
95 ºC 15 s 
55 ºC 15 s 
72 ºC 30 s 
Elongación  
72 C  7 min 

12.12. Proceso para digestión  

Se prepara una mezcla como se describe a continuación. 
H2O   5 µL 
Buffer enzima  2 µL 
BamH1   2 µL 
Plásmido     10 µL 
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Después se mezcla por centrifugación e incuba a 37 ºC por 60 min, para inactivar se incuba 
15 min a 65 ºC. Una vez en hielo se adicionan los siguientes reactivos para precipitación de 
ADN:  

1/10 acetato de sodio  2 µL 
Glicógeno  3 µL 
2.5 vol. de etanol frío 62.5 µL 

 
Para la segunda digestión centrifugar 5 min a 14,000 y lavar la pastilla con etanol frío al 70 
% v/v dos veces, centrifugando 2 min entre cada lavado. Evaporar el etanol y adicionar 20 
µL de agua.  

H2O   1 µL 
Buffer enzima  2 µL 
Pst1   2 µL 
Producto de digestión    20 µL 

Finalmente se repite el proceso de incubación, inactivación y precipitación con etanol. 

12.13. Soluciones y preparación de geles SDS-PAGE al 15 % 

• Acrilamida 30% w/v, Bis-acrilamida 0.8% w/v. Disolver 49.5 g de acrilamida y 1.32 
de bis-acrilamida en un volumen final de 165 mL de agua destilada. 

• Buffer separador (Tris-base 1.5 M, SDS 0.4 % w/v). Disolver 18.17 g de Tris-base en 
50 mL de agua destilada y adicionar 2 mL de SDS al 20 %. Ajustar el pH a 8.8 con 
HCl concentrado. Aforar a 100 mL con agua destilada. 

• Buffer concentrador (Tris-base 0.5 M, SDS 0.4 % w/v). Disolver 6 g de Tris-base en 
50 mL de agua destilada y adicionar 2 mL de SDS al 20 % v/v. Ajustar el pH a 8.8 
con HCl concentrado. Aforar a 100 mL. 

• Buffer de corrida 10X (Tris-base 0.025 M, glicina 0.19 M, SDS 0.1 % w/v, pH 8.6). 
Disolver 15.2 g de Tris-base y 72 g de glicina en 300 mL agua destilada y adicionar 
25 mL de SDS 20 % v/v. Ajustar el pH a 8.6 con NaOH 10 N. Aforar a 500 mL.  

• Buffer desnaturalizante 5X (glicerol 25 % v/v, SDS 6.25 % w/v, Tris-HCl 125 mM, 
pH 6.8, 2-b mercaptoetanol 12.5 % w/v, azul de bromofenol 0.005% w/v). Disolver 
2.5 mL de glicerol, 3.12 mL de SDS 20 % v/v, 12.5 mL de Tris-HCl 1M, pH 6.8, 1.25 
mL de 2-b mercaptoetanol y 0.5 mL de azul de bromofenol al 1 % v/v. Aforar a 10 
mL con agua destilada. 

• Persulfato de amonio 10% w/v (PSA). Disolver 0.1 g de PSA en 1 mL de agua 
destilada. 

• Solución de tinción (isopropanol 50 % v/v, ácido acético 10% v/v, azul de Coomassie 
G250 0.2 % w/v). Disolver 1 g de azul de Coomassie en 250 mL de isopropanol, 
agregar 50 mL de ácido acético glaciar y aforar a 500 mL con agua destilada. 
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• Solución de desteñido (isopropanol 10% v/v, ácido acético 10 % v/v). Diluir 400 mL 
de agua destilada, 50 mL de isopropanol y 50 mL de ácido acético. 
 

Gel separador. Mezclar 1.5 mL de buffer separador, 3 mL de acrilamida, 1.5 mL de agua 
destilada, 5 µL de TEMED y 20 µL de PSA 10 % w/v. Se vierte la mezcla entre dos placas 
de vidrio del sistema de electroforesis vertical (Mini Protean 3 Cell, Bio-Rad) y se agrega un 
poco de agua destilada para evitar la formación de un menisco en el gel. Se deja polimerizar 
a temperatura ambiente. 
 
Gel concentrador. Mezclar 0.63 mL de buffer concentrador, 0.33 mL de solución de 
acrilamida, 1.54 mL de agua destilada, 12.5 µL de PSA 10% y 2.5 µL de TEMED. Se retira 
el agua depositada sobre el gel concentrador. Se coloca el peine adecuado al número de pozos 
y se deja polimerizar. 
 
Desnaturalización de muestras. Mezclar 20 µL de la muestra más 5 µL de buffer 
desnaturalizante 5X. Desnaturalizar por calentamiento a 100 ºC por 10 minutos y centrifugar 
1 min a 14,000 rpm. 
 
Las condiciones de migración son a voltaje constante, se agrega 16 µL de la muestra 
desnaturalizada por pozo y se migra con el buffer de corrida a 50 V hasta que el colorante de 
referencia atraviese el gel concentrador. Posteriormente, se aumenta el voltaje a 150 V y se 
continúa la corrida hasta 0.5 cm del extremo inferior del gel. Una vez concluida la 
electroforesis se tiñe por 2 horas con agitación y después se destiñe durante toda la noche en 
agitación. 

12.14. Soluciones para la purificación por cromatografía de afinidad a níquel 

(Ni-NTA) 

• Mezcla de lisis celular. Disolver 4 mL de solución BugBusterâ Protein Extraction 
Reagent (Novagen), 0.2 µL de rLysozymeÔSolution (30 KU/µL; Novagen) y 4 µL 
de Benzonaseâ Nuclease (25 U/µL; Novagen). 

• Etanol 30 % (v/v). Diluir 30 mL de etanol en 70 mL de agua destilada. 

 
Soluciones para purificar fracción soluble (FS) 
o Imidazol 10 M. Disolver 13. 6 g de Imidazol en 20 mL de Tris-HCl 50 mM, pH 

8.0. 
o Solución de equilibrio FS (Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). Disolver 6.1 g de Tris en 

900 mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 con HCl. Aforar a un litro. 
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o Solución de lavado FS (Imidazol 35 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). Diluir 175 
µL de imidazol 10 M en 50 mL de solución de equilibrio. 

o Solución de elución FS (Imidazol 300 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). Diluir 1.5 
mL de imidazol 10 M en 50 mL de solución de equilibrio. 

 
Soluciones para purificar fracción insoluble (FI) 
o Imidazol 10 M, GnCl 6M. Disolver 13.6 g de Imidazol en 20 mL de GnCl-Tris. 
o Solución de equilibrio FI (GnCl 6M, Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). Disolver 286.6 

g de GnCl y 3 g de Tris en 400 mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.0 con 
HCl. Aforar a 500 mL.  

o Solución de lavado FI (GnCl 6M, Imidazol 35 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). 
Diluir 175 µL de Imidazol 10 M, GnCl 6M en 50 mL de solución de equilibrio 
FI. 

o Solución de elución FI (GnCl 6M, Imidazol 300 mM, Tris-HCl 50 mM, pH 8.0). 
Diluir 1.5 mL de Imidazol 10 M, GnCl 6M en 50 mL de solución de equilibrio 
FI. 

12.15. Preparación de soluciones y procedimiento para Western blot  

• Buffer de transferencia 1X. Disolver 0.725 g de Glicina y 1.45 g de Tris-Base en 200 
mL de agua destilada, adicionar 50 mL de metanol y agregar 465 µL de SDS 20 % 
v/v. Adicionar 150 mL de agua destilada.   

• Buffer TBST 10X. Disolver 100 mL de Tris-HCl 1M, pH 7.5, 87.66 g de NaCl 5M y 
5 mL de Tween 20. Aforar a 1 litro con agua destilada. 

• Azida de sodio 10% w/v. Disolver 10g de Azida de sodio aforarlo a 100 mL de H2O. 
• Los anticuerpos se diluyen con TBST 1X adicionando 0.1 % w/v de leche en polvo 

sin grasa (Svelty).  
 
Después de migrar un gel SDS-PAGE se hace la electrotransferencia en condiciones 

semi-húmedas. Remojar 3 papeles filtro (8 x 8 cm aprox.) en el buffer de transferencia y 
colocarlos en la cámara de transferencia uno sobre otro sin hacer burbujas. Utilizar guantes 
y pinzas. Colocar el gel, previamente sumergido en el buffer, sobre el papel filtro. Marcar la 
membrana de nitrocelulosa en una esquina y sumergirla en buffer. Colocarla sobre el gel en 
imagen especular hacia abajo. Colocar 3 papeles filtro sobre la membrana sin burbujas y 
remojados en buffer. Cerrar la cámara y hacer la transferencia a 400 mV a corriente constante 
por una hora. 

El bloqueo se realiza incubando la membrana de nitrocelulosa en agitación por una 
hora, en una solución de 5 % w/v de leche en polvo (Svelty) más NaN3 al 0.02% v/v aforado 
en TBST (se puede dejar bloqueando 24 horas con agitación). Para el revelado se desecha la 
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solución de bloqueo y después se lava la membrana con TBST por 10 min en agitación (3X). 
Incubar con el anticuerpo anti-histidinas. Lavar la membrana con TBST-NaN3 por 10 min en 
agitación (3X). Revelar la membrana con 5 mL de buffer NBT/BCIP, 0.5 mL de cada 
solución más 4 mL de agua (reacción cromogénica), mantener en agitación hasta observar 
bandas y detener con agua o EDTA 0.5 mM. 

12.16. Soluciones para ensayo de inhibición de tripsina 

• Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8.2. Disolver 0.606 g de Tris-HCl y 0.221 g de 
CaCl2, llevar a 80 mL con agua destilada y ajustar el pH a 8.2. Aforar a 100 mL. 

• Enzima. Tripsina 2.8 µM. Disolver 133 mg en 2 mL de HCl 1 mM (considerando la 
ecuación Lambert-Bear la solución quedará 0.0653 mg/mL). Se debe preparar en el 
momento.  

• Stock BAPNA 86 mg/mL (stock). Disolver 8.6 mg en 100 µL de DMSO aplicando 
un poco de calor. Preparar en el momento. 

• Sustrato BAPNA 0.487 mg/mL. (BAPNA 1.12 mM, Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM, 
pH 8.2). Disolver 34 µL de BAPNA en 6 mL Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 
8.2. 

• Inhibidor o péptido. El inhibidor se preparó considerando una solución stock de 2 mg 
en 1 mL de Tris-HCl 50 mM, CaCl2 20 mM, pH 8.2 para hacer las diluciones seriadas 
7.5 a 0.0146 µg por pozo. Las diluciones de péptido Tt7 se calcularon en el mismo 
rango del inhibidor comercial, mientras que para HisrTt7 se consideraron a partir de 
120 µg por pozo. 

12.17. Soluciones para determinación de actividad analgésica por Hot Plate 

• PBS 1X (NaCl 137 mM, KCl 2.6 mM, Na2HPO4 10 mM y KH2PO4 1.76 mM). 
Disolver 80 g de NaCl, 2 g de KCl, 14.4 g de Na2HPO4 anhidro y 2.4 g de KH2PO4 
anhidro en 800 mL de agua destilada. Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 10 N y aforar a 
un litro.  

• Dermorfina 1 mg/mL. Disolver 1 mg de dermorfina en 1 mL de PBS. Preparar en el 
momento.  

• Ketorolaco 0.5 mg/mL. Disolver 0.5 mg de ketorolaco en 1 mL de PBS. Preparar en  
el momento. 

 

12.18. Medios para registros por Patch clamp 

• HEPES 100 mM. Disolver 2.3 g de HEPES y ajustar pH a 7.0 con NaOH. Aforar a 
100 mL y esterilizar.  
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• Medio extracelular EK-80, pH 7.3. Solución 10X (NaCl 130 mM, KCl 5 mM, CaCl2 
2 mM, MgCl2 2 mM, HEPES 10 mM y glucosa 5 mM). Disolver 19 g de NaCl, 0.9 g 
de KCl, 0.75 g de CaCl2, 1 g de MgCl2, 5.95 g de HEPES y 2.25 g de glucosa. Ajustar 
pH con NaOH a 7.3 y aforar a 250 mL. 

• Medio intracelular de cloruro de cesio. Esta solución sirve para sustituir los iones K+ 
por iones Cs+, los cuales sirven como bloqueadores de los canales de potasio, evitando 
las corrientes de estos canales durante los registros (CsF 105 mM, CsCl 27 mM, NaCl 
5 mM, MgCl2 2 mM, EGTA 10 mM y HEPES 10 mM). Disolver 1.6 g de CsF, 0.45 
g de CsCl, 0.029 g de NaCl, 0.04 g de MgCl2, 0.38 g de EGTA y 0.24 g de HEPES. 
Ajustar pH a 7.3 con CsOH y aforar la solución a 100 mL.  
 

12.19. Medios y soluciones para cultivo primario de neuronas GRD 

• Medio Leibovitz L-15. Obtenido de la casa comercial Invitrogen, Waltham, MA, 
USA.  

• Medio L-15 modificado. El medio Leibovitz L-15 fue suplementado con suero fetal 
bovino al 10 %, 500 UI de penicilina, 15,7 mM de NaHCO3 y 15,8 mM de HEPES 
ajustando el pH a 7.4. 

• Solución de disociación. Disolver 0.125 mg/ml de tripsina y 0.125 mg/ml de 
colagenasa en medio de cultivo L-15. 

 

12.20. Medios y soluciones para imagenología de calcio 

• Fluo-4 AM. Cada alícuota de 50 µg se disuelve en DMSO y se utiliza en una semana 
como máximo, manteniendo a -20 ºC en oscuridad. 

• Medio intracelular pH 7.2, KOH (KCl 125 mM, NaCl 10 mM, CaCl2 0.134 mM, 
HEPES 5 mM, GTPNa 1 mM, ATPMg 2 mM). Disolver 0.93 g de KCl, 0.06 g de 
NaCl, 0.165 g de CaCl2, 0.12 g de HEPES, 0.052 g de GTPNa, 0.1 g de ATPMg y 
aforar a 100 ml con agua destilada. 

• Medio extracelular pH 7.4, NaOH (KCl 5.4 mM, NaCl 140 mM, MgCl2 1.2 mM, 
CaCl2 1.8 mM, HEPES 10 mM, Glutamato 10 mM). Disolver 0.04 g de KCl, 0.81 g 
de NaCl, 0.011 g de MgCl2, 2 g de CaCl2, 0.24 de HEPES, 0.147 g de glutamato y 
aforar a 100 mL con agua destilada. 

• Medio extracelular pH 6.1 (KCl 5.4 mM, NaCl 140 mM, MgCl2 1.2 mM, CaCl2 1.8 
mM, MES 10 mM, Glutamato 10 mM). Disolver 0.04 g de KCl, 0.81 g de NaCl, 
0.011 g de MgCl2, 2 g de CaCl2, 0.195 g de MES, 0.147 g de glutamato y aforar a 
100 mL con agua destilada. 
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12.21. Espectros de masas moleculares de Tt7, sTt7 y HisrTt7 

 
 
 

A.	Espectro	de	masas	de	Tt7

B.	Espectro	 de	masas	de	sTt7

C.	Espectro	 de	masas	de	HisrTt7

MW=	8362.79	± 1	Da	

MW=	6510.95	± 1	Da	

MW=	6510.08	± 1	Da	
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A B S T R A C T

A proteinic fraction from the skin secretion of Trachycephalus typhonius showed antinociceptive activity in mice
when tested by the Hot Plate method. This fraction was purified, and a peptide named Tt7 with a molecular mass
of 6,509.7 Da was identified. The primary structure of Tt7 was elucidated. Comparing Tt7 with the structure of
other analgesic peptides, it exhibits a strong relationship with the family of anntoxins, which are peptides iso-
lated from the skin secretions of Asian frogs of the genus Hyla, whereas T. typhonius is located only in the
Americas. Tt7 contains a disulfide pattern Cys1-Cys4/Cys2-Cys3, a secondary structure defined by a β-hairpin,
and a N-terminal α-helix, which are characteristic motifs of Kunitz-type structures. The peptide Tt7 was both
chemically and biologically synthesized. The recombinant peptides (rTt7 and HisrTt7) showed analgesic effects.
Electrophysiological analyses of Tt7 on the voltage-gated sodium channel (Nav) subtype 1.7 reduced the Na+

current by ca 10%. Further studies showed that Tt7 inhibits the pH gated Ca-fluorescence increase in dorsal root
ganglion neurons of the rat, indicating an inhibitory action of Tt7 in the acid gated currents which may account
for the observed analgesic action of Tt7, suggesting that this peptide might affect various pain-related receptors.

1. Introduction

Mexican frog diversity is widely recognized although the beneficial
or detrimental effects of their skin secretions have been scarcely studied
[1]. In the same way, as the proteins from others poisonous animals, the
skin secretion components from Mexican frogs represent a valuable
source of natural products as leads for the treatment of public health
problems such as acute and chronic pain. It has been mentioned that
2–32% of the worldwide population suffers severe chronic pain, mainly
caused by osteoarthritis, various types of cancer, heart disease or dia-
betes [2–4]. Typical pain treatment includes peripheral and non-opioid
analgesics in early stages but, if pain persist, it is necessary to use an-
algesic opioids, which sadly induce tolerance and even dependence in
the patients [5,6].

Currently, there is a search to discover novel drugs for pain control
with specific targets from natural sources. A successful example is the
cone snail venom-derived peptide PRIALT, which is a selective blocker

of N-type voltage-gated calcium channels (Cav) [7–10]. Recent studies
have shown that antagonists of the Nav 1.7 managed to reduce the pain
caused by various types of neuralgia and erythromelalgia, becoming
potential molecules to contend mainly with chronic pain [11–14].
Transient receptor potential channel subfamily V member 1 (TRPV1)
and subfamily A member 1 (TRPA1) are also associated to neuropathic
pain caused by diabetes (associated to TRPV1) or inflammatory pain
(associated to TRPA1), and antagonists of these receptors are under
development [13,15,16]. Other peptides with potential antinociceptive
effects are blockers of the acid-sensing ion channel 3 (ASIC3) that de-
crease inflammatory and postoperative pain, and blockers of the
ASIC1a, which reduce cutaneous pain [17–19]. It is also known that
antagonists of purinergic channels (P2× 2 and P2× 3), are involved in
chronic pain inhibition [4]. Therefore, the biochemical characterization
of new analgesic peptides has raised great interest in recent years,
especially those isolated from venoms or secretions of poisonous ani-
mals such as Urg 9-1 from the Urticina grebelnyi anemone, μ-SLPTX-
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Ssm6a from the Scolopemlro subspinipes mutilmJs centipede, Mambalgin-
2 from the Dendroalpis polylepis polylepis snake and the anntoxins from 
the Hyla U1IIleCUlru and H. simplu frogs [14,18,20-22]. A1though sorne 
ofthese peptides have not been assodatOO to a specific target, there are 
sorne evidences that they are antagonist of sorne Na<hannel mbtypes. 
For eJl:ample, anntoxins might target sorne tetrodotoxin-sensitive (TI"X-
s) Na. subtypes [21,22]. 

Considering the wide distribution of frogs from the Hylidae family 
in Mexico, and the attractive amount of biomolecules that they could 
secrete from their skins [23-26] , the search for antinodceptive peptides 
in MeJl:ican frogs was proposed. Here we report fur the first time the 
biological activity, primary and semndary structure as well as the 
heterologous expression of TI7, an anntoxin-like peptide from the 
American frog T. ryphonius. 

2. Materials and methods 

2.1 . Animals CllId .secretion hClTVeSling 

Trachycepfw1w ryphoniw frogs were collected in the MeJl:ican States 
of Campeche and Quintana Roo. They were kept in a terrnrium with 
60% relative humidity at room temperature (20-26 "C), the soil mb
strate used was peat moss, and feeding was performed every week with 
crickets purchased from Petrnmal S.A. de C.V. The sldn secretion was 

collected monthly by manual stimulation ofthe animals. The frogs were 
first washed with distilled water and dried with an absorbent towel, 
after that it was gently manipulatOO by hand and a sofi pressure was 

applied around the body. A white viscous set:retion was observed afier 
few minutes of manipulation and such secretion were re<:overe!Í in 
distilled water and immediately centrifugOO to remove any debris or 
dead cells. The supematant was Iyophilized and frozen at - 20 "C until 
~. 

2.2. Separution CllId purificCJ.Jion 01 rhe components from rhe 5kin exlTUCl 

The Iyophilized extract of T. ryphOrllus (4 mg) was resuspended in 
water containing 0.1% TFA and centrifuged at 14,OOOg for 5 min. The 
soluble material was separated by reversed phase HPLC (RP-HPLC). An 
analytical C8 column (Agilent XDB-C8, 5 ~ Eclipse, 4.6 x 250 mm, 
USA) was equilibrated with the same aqueous solution of 0.1% tri

fluoroacetic acid (TFA) {solvent Al and the components eluted using a 
linear gradient of acetonitrile (ACN) with 0.1% TFA (solvent B) fmm O 
to 60% in 60 min, with flow rate of 1 mI./min. The fractions were testOO 
using the Hot Plate method, and the positive fractions were further 
separated using a C18 anaIytical column (C18 GRACE, Vydac 5~, 
4.6 x 250 mm) with a linear gradient fmm 10 to 60% of solution B in 
50 min. The eluates were monitored at 230 run. 

2.3. Anulgesi.c assays 

CD-l male mice weighing 18-22g were used for the anaIgesic as
says. The animals were handled in accordance with the guidelines for 
the care of laboratory animals [27]. Mice were maintained in strain 
boxes, with 12/12 h lighVdark cycles prior to the experiments. The Hot 
Plate test was used to induce an acute thermal stimulus. It was con
ducted with standard protocols [28], using the Panlab LE7406 equip
ment (Harvard Apparatus, Holliston). The intraperitoneal (ip) admin
istration in mice was performed in a final volume of 300 ¡.Jl. using 
different doses of the native or recombinant TI7. Equal volumes of PBS 
pH 7.2 and 5mgJkg: ketorolac (Tris salt, Sigma-A1drich) were ad
ministered as negative and positive controls, respectively. Assays were 
recordOO at 15, 30, 45 and 60 min post-injection. The maximum latency 
was considered after 30 s. Approvals to conduct such experimental 
protocols to study analgesia in mice were approvOO by the Bioethics 
Cornmittee of the Biotechnology lnstitute. 

The statistical analysis of the data was performOO by means of the 

PhIct;u Bi<lcht:mi<ay62 (2017) 205-2H 

GraphPad Prism v5.Oa software, using the multiple l-test comparing the 
control (PBS) with each treatment and perlod of time post-treatment 
(15,30,45 and 60 min) and considering p < 0.05 as significant values. 

2.4. Molecuku mas5 detenninCJ.Jion 

The molecular mass of peptides, as well as the peptidic fragments 
from enzymatic cleavages was detennined by dissolving 2 ~g of each 
peptide in aqueous 50% ACN with 1% acetic acid, and then analyzed by 
ESI-MS, using a Finnigan LC<j'uO ion trap mass spectrometer (San Jase, 
CA, USA) fitted with a nanoelectrospray. 

2.5. Primruy 5UUClUTe chcuaaerization 

Prior to sequencing, 50 ~g of peptide Tt7 were reduced with DTI 
and simultaneously alkylated with iodoacetamide. The reducOO-alky
latOO Tt7 was then desaltOO by RP-HPLC with a linear grament (0-60% 
solvent B in 60 min). The molecular mass of the reduced and alkylatOO 
peptide TI7 was obtained and the N-terminal was detennined by Edman 
degradation using a LF3000 Protein Sequencer (Beckman, CA, USA). 
Then, an enzymatic hydrolysis of the alkylatOO Tt7 was performed using 
endoproteinase Asp-N at 37 "C for 12h. Later, the peptide fragments 
were purified by RP-HPLC using the conditions described previously. 
The molecular masses and N-tenninal sequences of each fragment were 
detennined. 

2.6. Homology modeling CllId 5UUCwre analysis 

A BLAST analysis was used to obtain peptide sequences relatOO to 
Tt7, and then a global sequence alignment was generated using the 
ClustalW software. This alignment was used as input to produce a 
structural model of TI7 by homology, using the Modeller software 
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/modeller). Analyses to identify con
served functional or structural patteros were performed with three 
different algorithms: pdb70_nr (http://www.ro;b.org/pdb/statistics/ 
clusterStatistics.do), SCOPE (http://scop. berkeley.edu/) and Pfam 
(http://pfam.xfam.orgl). The results were analyzed using the HHpred 
server (Bioinformatics Toolkit Max-Planck lnstitute). To validate in
dire<:tly the structure of Tt7 structure, it was anaIy.r:OO using circular 
dichroism and its disulfide bond pattem was elucidatOO using a com
bination of enzymatic digestions followed by proteomic analyses. The 
circular dichroism spectra (CO) of native Tt7 and recombinant HisrTt7 
were recorded in a Jasco J-710 spectropolarimeter (Jasco, Japan), from 
190 to 26Orun, in 60% trifluoroethanol (TFE), at room temperature, 
with a 1 mm-path quartl: cell. Data were collected every O.5nm at a 
20 run/ min speed. The concentration of Tt7 and HisrTt7 was 0.5 mg/ 
mL Percentages of secondary structure content were calculatOO from 
the spectra using the K2D3 web server [29]. To elucidate the disulfide 
pattero of Tt7, elastase enzymatic hydrolyses of HisrTt7 oxidized and 
reduced were performed. The peptide fragments from each enzymatic 
hydrolysis were recovered using RP-HPLC separation, and their mole
cular masses were obtainOO. 

2.7. Peprure chemical syruhesis CllId lolding conditions 

Crude synthetic peptide sTI7 was obtainOO from two cornmercial 
agencies, ChinaPeptides Co. Ltd. (Shanghai, China) and GenScript USA 
Inc. (NJ, USA). One hundred milligrams of crude synthetic peptide Tt7 
were purified using a C18 analytical column (C18 GRACE, Vydac 5 ~ 
4.6 x 250 mm) with a linear gradient from 10 to 60% of solution B in 
50 min at 1 rnL/min. The peptide fraction with the correet reducOO 
molecular mass was vacuum-dried and later resuspended in a folding 
solution containing 0. 1 mM Tris pH 8.0, 1 mM reduced glutathione and 
0.1 mM oxidized glutathione. The folding reaction was performed at 
37 "C for 20 h and the products were then purified by RP-HPLC with the 
conditions described aboye. The identity of the synthetic peptide was 
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confirmed by determining its molecular mass and by RP-HPLC co-elu
tion assays with the native Tt7. 

2.8. Hererologow expression 011t7 

The primary sequence of TI7 was used to design its coding gene by 
reverse translatioo. The codons were balanced to reflect the E. coli 
codon usage (http://www.kazusa.or.jp/codon/index.htrnl) in order to 
optimize the heterologous expressioo. The Tt7 gene was flanked up
stream by a BamHI site for doning, followed by the sequence coding for 
the Factor Xa endopeptidase recognition site. Downstream of the gene, 
two stop codons were added, followed by a Pstl doning site. Four 
overlapping oligonudeotides covering the whole construction were 
designed and synthesized, with 19-20 nudeotide-Iong overlaps with 
similar 53-54'C estimated Tm's (the Oligo 7 software was used for this 
task). The purified oligonudeotides were used to amplify the full con
struction by recursive PCR using Vent-Polymerase (Fennentas). The 
blunt-end PCR product was purified and doned into EcoRV-lineanzed 
pBluescriptKS( +) (EcoRV and all subsequently used restriction en
zymes were purchased from New England Biolabs) using electro
competent DH5a E. coli cells. The fragment of interest was sulx:loned 
through the BamHI and Pstl sites into the pQE30 expression vector and 
electroporated into E. cmi Origami cells. The pQE30 vector introduces a 
HiS(,-tag at the N-tenninal reg ion of the expressed proteins. The re
combinant Tt7 is hereafter named HisrTt7 for this reason. This tag is 
useful for purification purposes, but it can in prindple affect the activity 
of the recombinant protein, so the Factor Xa endoprotease site is in
troduced in the construction, in order to deave the Hist,-tag from the 
product if deemed necessary. 

The production of the recombinant HisrTt7 was perfonned in 1 L 
cultures of LB medium at 37·C. After reaching an optical density (OD) 
at 600 run of 0.8-1.0 the transformed E. coli Origami cells were induced 
with 1 mM IPTG and im:ubated at 37'C for 6 h with constant stirring at 
2JOrpm. The cells were harvested by centrifugation at 7000g for 
10min at 4 'C (Beckman JA-14 rotor), and Iysed with a mixture of 
10 mL of BugBuster" Protein extraction Reagent (Novagen), 20 ¡ll 
Lysozyme (50 KU/mg; Roche) and 3¡ll. Benzonase" Nudease (2.5KU; 
Novagen) shaking fur 20 min at room temperature to fadlitate de
gradation of bacterial DNA and cell wall . The homogenate was cen
trifuged at 10,OOOg for 10 min at 4 'C (Beckman JA-20 rotor) . The so

luble recombinant peptide was purified by ion metal affinity 
chromatography (IMAC), it was passed through a column (l cm dia
meter x 20cm height) with 3mL of NiNfA agarose (Qiagen), pre
viously equilibrated with 50 mM Tris-HCI, pH 8.0. After washing with 
20 mL of 35 mM imidazole in SOmM Tris-HCl., pH 8 .0, the recombinant 
protein was recovered in 10 mL of 300 mM imidazole in 50 mM Tris
Ha, pH8. Further purification of HisrTt7 was done by RP-HPLC using a 
C18 analytical column under the conditions described previously. The 
identity of HisrTt7 was confirmed by Westem blot using an anti-histi
dine antibody and mass spectrometric analyses. 

At each purification step (Ni-NTA and RP-HPLC), SDS-PAGE was 

perfonned to have a qualitative analysis of the protein concentratioo. 
However, for the quantitative determination the Lambert-Bear equation 
was applied considering the absoroance at 280 run, as well as its molar 
extinction coeffident (e = 62 10 M- 1 cm -1 to HisrTt7 and TI7). 

2.9. Pcurh clamp 0ll5U)'5 

Sodium currents from human Nav 1.7 channels expressed in CHO 
cell line (CHO-hNav 1.7) were recorded using the patch damp tech
nique in whole-cell mode. Currents were e1idted with a 140 lIl5 depo
larization from - 120 to 20mV, in 10mV steps. The holding potential 
was set at - 90 mV. As a positive control tetrodotoxin (1TX) was used 
at concentration of 300 nM. The records were acquired by using the 
amplifier Multiaamp 700B and Digidata l «DA (Molecular Devices, 
Swmyvale, CA). 

PhIct;u Bi<lcht:mi<ay62 (2017) 205-2H 

2.10. Fluoromeuic assays 

A caldum imaging technique was used to determine the effect ofTt7 
on variations in caldum fluorescence produced by depolarization in
duced by extracellular pH changes, under control conditions and in the 
presence of Tt7. For this, Long-Evans rats (P7-PI0) without distinction 
of sex were obtained fmm animal house ~Claude BemardH of the 
Benemérita Autonomous University of Puebla (BUAP). The animals 
were handled in accordance with the guidelines for the care of la
boratory animals [27], and experimental protocol was reviewed and 
approved by the lnstitutional Animal Cace and Use Committee (IACUC) 
ofBUAP. 

Briefly, the cells from the dorsal root ganglia (DRG) were incubated 
(37 'C for 60 min) with 4 ~ Fluo-4-acetoxyrnethylester and 0.2% 
Pluronic (Invitrogen) . Fluorescence measurements were performed on a 
Nikon Ecl ipse Ti (Nikon Kogaku, Japan) inverted microscope equipped 
with CCD IC-200 (USA). Flu0-4 was excited at 4BOrun with a mono
chromator DeltaRAM XTM (Photon Technology lntemational - PTI, 
Birmingham, NJ, USA Inc., USA). Emitted fluorescence was filtered 
with a 510nm longpass filter. Background subtracted, mean fluores
cence intensity were displayed online with ImageMasterTM 1.4 soft
ware (Photon Technology lntemational). lntensity of fluorescence 
change was d irectly proportional to the concentration of intracellular 
caldum. 

Glass slides with loaded DRG neuron cells were placed in a con
tinuously bath chamber with extracellular solution of the following 
composition (in mM): NaC1140, Ka 5.4, CaCI2 1.8, MgCI2 1.2, HEPES 
10 (Extracellular pH 7.4 or 6.1 was adjusted with NaOH, MES instead of 
HEPES was used for solution with pH 6.1), and maintained at about 
room temperature (22-25 ·C). Capsazepine (l0~) was added to the 
extracellular solution (pH 6.1) to avoid the activation of the TRPVl 
receptor present in DRG neurons. To test cell viability a high potassium 
(20 mM) solution was used considering as viable those cells that 
showed an increase of calcium induced by high potassium. Between 
each K+ stimulus drca of 5min rest time was allowed to be perfused 
with a pH 7.4 solutioo. For the experiments, cells were perfused in 
control with an add pH 6.1 solution to activate add sensing ionk 
channels (ASIC) (pH 6.1 is the ECso of ASIC in DRG neurons [30]) and 
in problem experiments with TI7 for JOs before and during pH 6.1 
perfusion, and then washed and tested again with pH 6.1 solution 
without TI7. 

3. Results 

3.1 . IcknJijkaJion 01 wuinociceplive component in the 5kin 5ecrelion 

The soluble portion obtained from the aqueous extraction from the 
skin secretion of T. l)'Plwniw was separated by RP-HPLC. The protei
naceous fractions were collected and vacuum-dried, then resuspended 
and assessed by the Hot Plate test to detennine their potential anti
nociceptive activity (Fig. 1). The isolated fraction, number seven, 
hereafter named Tt7, showed analgesk activity when administered 
intraperitoneally to mice at 0 .5 mglkg. The mass spectrometry analysis 
ofthe peptidic component TI7 revealed a molecular mass of 6,509.7 Da. 
Direct N-tenninal analysis using Edman degradation showed a partía! 
amino add sequence similar to the anntoxins, analgesk peptides 
identified in skin secretions of a Hyla frog from Asia. Taxonomic ana
Iysis revealed that Hyla annectun5 and the ~hycepha1w frogs belong 
to the Hylidae family. 

3.2. Primary 5UUCllln charoaerization 

To determine the full amino add composition of this peptide, Tt7 
was chemically reduced to remove any probable dimlfide bridges as 
well as carboxyrnethylated and then subjected to enzymatic hydrolysis 
with endoproteinase Asp-N. Severa! peptide fragments were recovered 
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Fig. l. St-patatlon of Ih~ romponents from m. skln ~on of TradlyuphaIus I;)'phoIÚ1JJ 
by RP·HPlC. The N·termin.al ""'Iu""",,, of TI7 is shown. The absorba",,~ sign.al was "'" 
rorded at 230 nm. 

fmm the enzymatic digestion afier RP-HPLC separation. The molecular 
masses of the carboxyrnethylated peptidic fragments 3, 7 and 10 (ac
cording to their elution time) complemented the full TI7 primary 
structure according to its experimental molecular mass; therefore, such 
fragments were N-terminal sequenced using Edman degradation 
(Table 1). The experimental molecular masses, of the peptidic frag
ments 3, 7 and 10, agreed with the theoretical mass of the resulting 
primary structure composed of 59 residues, with four cysteines. 

A similarity sequence analysis of Tt7 using BIAST showed 64% 
identity with anntoxins from H. Cl1l1I«lans (Table 2), where the position 
of the cysteines is conserved among all peptides, most likely indicating 
a similar dimlfide arrangement (C6-C56 and C31-C52). The three-di
mensional structure homology modeling of Tt7, despite the similarity of 
this peptide with anntoxins, was interestingly best fitted using the 
scorpion neurotoxin LmKTr- l a fmm Lychm mucronatw, while the 
structure of anntoxin had the second best score (Fig. 2). 80th LmKTr- l a 
and Tt7 consist of a twisted ~-hairpin, and a short a-helix in the N
terminal, which are characteristic motifs of Kunitz-type structures [31]. 
The difference between the three molecules, LmKTr-la, Tt7 and an
ntoxin, lies in the twisted ~-hairpin, where the torsion angle of the 
hairpins in LmKTr- l a and TI7 (Fig. 2A and B) are more similar to each 
other than to the anntoxin (Fig. 2C). AIso, the length of the a-helix 
motif is larger in LmK"IT- l a and Tt7 with respect to anntoxin. 

Additionally, a motive of three aromatic residues, conserved in 
severa! peptides with similar structure and function to Tt7 was found . 
In the case of Tt7, a tywsine triplet located in the core of the structure 
at positions 22-24 has the same arrangement and orientation in 
LmK1T-la and anntoxm (Fig. 2). 

3.3. Chmzical syruhesis of peptide Tt7 

The peptide sTt7 was chemically synthesized. The peptide yield 
obtained afier purification was 16% (with the reduced cysteines, MW of 
6,513.9 Da) and afier the folding reaction was 0.3B% (with the oxidized 
cysteines MW of 6,509.70a). To detennine whether the three-

Table I 
N·tonninal ""'IU""""" of Ih~ Tt7 Asp-N-digostlon produru. 

Fragment 
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d imensional structure of the sTI7 was correct, a trial of RP-HPLC re

tention times and co-elution experiments were performed. Eqwvalent 
amounts of native Tt7 (Fig. 3A) and synthetic sTt7 (Fig. 3B) were mixed 
and mbjected to RP-HPLC separation. The RP-HPLC chmmatogram 
obtained indicated the presence of a single eluate with a retention time 
of 21 min corresponding to that obtained for the native and the syn
thetic peptide (linear gradient, 10--60% B). TIris results mggested si
milar cystine and secondary structure arrangement for both Tt7 and 
sTI7 (Fig. 3C). 

The poor synthetic yield of sTI7, and also the low yield from natural 
extraction, resulted in the consideration of the heterologous expression 
of Tt7 as an altemative source of the peptide. 

3.4. Heterologous expressirm 

Attempts to amplify the Tt7-coding cONA fmm total RNA extracted 
fmm the sldn g1ands of T. typhonius failed. A synthetic gene was 
therefore designed based on the primary structure of TI7. The gene 
encoding TI7 was assembled and c10ned into the expression vector 
pQE30. TIris vector is used to produce N-terminal HiS(,-tagged proteins, 
which facilitates the rapid purification of the recombinant products by 
IMAC. We added a cleavage site for Factor Xa between the HiS(,-tag and 
the sequence of the TI7 during design, in anticipation for a possible 
deleterious effect ofthe HiS(,-tag on the biological activity of TI7, which 
would then be untagged to the native form by the protease. 
Heterologous expression of the peptide TI7 (HisrTt7) was achieved 
using the E. cmi Origami strain (Fig. 4A, inset) . This particular strain 
was used in order to maximize the yield of correctly folded HisrTt7, 
through disulfide bond formation in the cytoplasm. HisrTt7 was ob
tained in both indusion bodies and the soluble fraction (Fig. 4A inset, 
lanes 3 and 4, respectively). Interestingly, despite the higher apparent 
concentration of HisrTt7 in the inclusion bodies' fraction, the yield afier 
IMAC purification was higher for the soluble fraction. 

A second step of purification by RP-HPLC removed the protein Ím

purities present afier IMAC, achieving a main eluate with a retention 
time of 32 min {linear gradient, 0-60% of B in 60 min) and showing an 
experimental molecular mass of 8,363. 1 Da, which corresponds to the 
expected molecular mass for the HiS(,-tagged rTt7 (Fig. 4A). A si
multaneous analysis by 15% SOS-PAGE and Westem blot (Fig. 4B and 
C, respectively) corroborated that the main component from affinity 
chromatography and RP-HPLC corresponded to the HisrTt7 peptide. 
The protein yield was 1.2 mg/L The recombinant HisrTt7 was deaved 
by FXa using a mass ratio of 50:1, respectively, in 10mM Tris-base 
buffer, pH 8.0, at room temperature for 14 h. The rTt7 without the HiS(,
tag at the N-tenninal was obtained afier RP-HPLC separation (data not 
shown). 

3.5. Secondcuy SlTUcrun of Tt7 

The secondary structure of the native TI7 was compared to that of 
the recombinant peptide using circular dichroism (Fig. 5). The sec
ondary structure of Tt7 consisted of 57.7% a-helix and 16.7% JHtrand 
and that of the HisrTt7 consisted of 62.6% a-helix and 13.8% JHtrand 
according to the K20 3 web server [29]. The secondary structure agrees 

MWlheo 

EQDPKCLLP RNLGKG KGS rIRY"fYDKSAG TCKSFt: YKGT QGNGlIRFKSKE DCEAAC'lTA 6,5119. 7 6,5119.3 
N·Edman 
As¡>-N#IO 
As¡>-N #7 
As¡>-N#3 
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Table :1. 
MwlipJ. sequen~ alignment 01 TI7 800 MnlOiliu. 

",." AeeN 

m 
Anntoxin 
AnntoxinSS 
AnntoxinS2 
AnntoxinS3 
AnntoxinS1 
AnntoxinS4 

EQDPKCLLPRNLGKGKGSTIRYHDKSAGTCKSFKYKGTQGNGlIRFKSKEOCEAACVTA

MKTSWFLWLAAGLFLI.SEGAODYRCOLSR!<YGKGSGSFT!<HYDKATSSC~TFRYRGSGGlIG!<RFKTLEOCEATCIITAE 

MKTSWFLWLTAGLLLI.SEAAADHRCGLIR!<LGKGSGSFTIYHDKATNSC~TFRYRGTGGlIGNRFRTLEECETTCIITG

MKTSWFLWLTAGLLLI.SEAAADHRCGLIR!<LGKGSGSFTNHYDKATNSCKTFTYRGTGGlIGNRFKTLEECGTTCIITG

MKTSWFLAVLAAGLFLI.SEAS-DYRCNLSRSYGKGSGSFTNHYDKATNSCKTFTYRGTGGlIGNRFKTLEECETACIITG

MKTSWFLAVLAAGLFLI.SEAS-DYRCNLSRSYGKGSGSFTNHYDKATNSC~TFTYRGTGGlIGNRFKTLEECETTCIITG

MKTSWFLAVLAAGLFLI.SEAS-DYRCNLSRSYGKGSGSFTNYHDKATNSC~TFTCRGTGGlIGNRFKTLEECETTCIITG-

M' ... ... -~. 
~. 

AeU21613.1 
AFJ35096.1 
AFJ35097.1 
AFJ35095.1 
AFJ3509U 
AFJ35096.1 ..... ................................. . .. _. ... . .. . 

!he <Ignal peptidetpropeptide (flrst 2 1 omino add,) al. anntoiliu an. !n<lOO"". Th~ ron ........ "" <y<tomes a", shown in gray. !he bonom Hne sho", th~ amlno add identities (' ). semi· 
ronset"V8tin mbslitutlons (.) and """,.,rntive rubstitulions (:j. !he tonn "Ident" ~ Ihe pertentag~ al. sequ""",,, ldenlity between the putoli,,~ mature sequ...,.,..., l ... exduding the 

first 2 1 omino . <ld< of . nntoxins. AeCN represent<!he GenBank ~!on numbet. 

with the proposed model (Fig. 2B). Additionally, the disulfide pattem of 
the HisrTt7 was obtained fonowing the proteomic analysis of enzymatic 
d igestions of reduced and oxidized forros of HisrTt7. Fig. 6 shows 
overlapping HPLC chromatograms of elastase digest fragments of both 
the reduced. and oxidized forros of HisrTt7. The HPLC fractions of the 
enzymatically digested oxidized HisrTt7, that did not match to the 
HPLC fractions of the enzymaticany digested reduced HisrTt7, had 
molecular masses of two Cys-Cys covalently-linked peptide fragments 
of 1,999.52 and 1,564.01 Da, respectively, that correspond to the the
oretical molecular masses of 1,999.18 and 1,564.75Da, respectively, 
according to their amino acid sequences (Fig. 6, arrows). Therefore, the 
disulfide pattero obtained was Cysl-Cys4/ Cys2-Cys3, which agrees to 
that of the proposed model, and ruso to the disulfide pattem of an
ntoxins. 

3.6. Biologiool Aclivity 01 Ttl, rTr7 and HisrTt7 

The analgesic activities ofrecombinant rTt7 and HisrTt7 were tested 
on CD-l mice and compared to that of the native Tt7, PBS (negative 
control) and the analgesic ketorolac (positive control) using the Hot 
Plate test (Fig. 7). The most striking HisrTt7 effect was observed at 
15 min, 25 and 33% better respect to ketorolac and PBS, respectively. In 
contrast to the commerdal analgesic ketorolac, whose better effet:t was 
observed after 60 min (p < 0.05), 18 and 23% above HisrTt7 and PBS, 

respectiveJy. Also, the analgesic properties of HisTI7 iast for a short 
perlod of time compared to that of native TI7, and rTt7, which main
tained their effect.s over a period of time from 30 to 60 mino TI7 shows 
an increase in latency of 23-25% respect to PBS and 3-20% respect to 
ketorolac, whereas for rTt7 the latency effect was increased from 8 to 
35% compared to PBS and 13-21% on ketorolac. The remmbinant rTt7 
had analgesic effet:ts similar to that ofthe native Tt7, but at 45 mino The 
short analgesic effect of HisrTt7 may be related to the extra HiS(,-tag at 
its N-terminal . Treated mice were kept and observed for 72 h after 

A B 

treatmenL The mice did not show adverse signs in their conduct; so 
that, we ruled out false positive analgesic effect.s. 

3.7. Pcurh clamp 0ll5U)'5 

The native Tt7 fraction was tested on TrX-sensitive sodium chan
neis of the family hNav 1.7. These types of sodium channels are highly 
expressed in nociceptive neurons making them a potential target of the 
Tt7 toxin. At 5 11M concentration, Tt7 reduces Nav 1.7 current by about 
10% (Fig. BA). As positive control, 300nM TrX was applied resulting in 
a1most complete current block (Fig. 88). TI7 doesn't change the acti 
vation and inactivation voltage dependence of the channels as showed 
in Fig. 8C and D. 

3.8 . Fluoromeaic assays 

The TI7 fraction was tested on rat DGR neurons by measuring the 
intracellular caldum concentration changes in such cells. It is known 
that ASIQ; are highly expressed in nodceptive neurons, and respond to 
pH changes at the extracellular environment making them a1so poten
tial targets ofTI7. As. positive control, 20mM high potassium was ap
plied resulting in an increase of the fluorescence in DRG neurons sec
ondary to depolarization and caldum channels activation (Fig. 9A). 
Under control condition the perfusion ofthe cens with a pH 6.1 solution 
increased 3.6 fold in peak fluorescence (Fig. 9B). Application of l OO nM 
Tt7 produced significant 37% reduction of the peak fluorescence 
change induced. by pH 6.1 (n = 6, .p < 0.05, Student 's t-test, Fig. 9C). 
Inhibition of peak fluorescence change recovered to 97% of control 
value after 5 min washout of TI7 (Fig. 90). The mean of sU: DRG cens 
analyzed showed that 100 nM of recombinant Tt7 indirectly inhibited 
the rise in intracellular caldum in DGR neurons (Table 3). 

Fig. 2. 1"hree-dimensional stru<:ture model ofm rompared w!th ,truffijralhomol.ogs. (A) lmKTT·1a, (8) TI1 and (C) Anntoxin. 1M Q·hel!Jc aOO!he anliparalJ.1 jl-sheet<are shown.!he 
positlon and orlentotion al. the !ripIO!. 01 tyrosines in the ro", of th~ ~ ,tru<lu .... is observe<!. !he stnrIures of (A) and (e ) were detonnined by NMR. Th~ stru<lu", (B) was obtoined by 

homology mndeling. 
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tu~ analysio __ .... Ied 57.;r,j, a ·h. lix and 16. ;r,j, ~-strand lar TI7 and 62.6'Ió a ·h.lix and 
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4. Discussion 

Although frogs frem the Hylidae family are widely spread, an
ntoxÍns had been identified thus far only in Asian frogs (H. Cl1IIleCU!1l\" 

and H . simplex). We have identified Tt7 an analog of anntoxins, also 
with analgesic activity, frem a spedes belonging to the Trachyrephulus 
genus, which is unique to the Amencas. Tl7 is the first component with 
antinodceptive activity identified in an amphibian frem the New World 
[23]. 

One ofthe most interesting structurnl features of Tl7 is the triplet of 
tyrosines from the 22 to the 24 N-tenninal position, which could be 
involved in both the overall conformation of this peptide and the an
algesic activity, as shown for similar Kunitz peptides [22,32]. Also, the 
conformational similarity between Tt7 and APETx2, a sea anemone 
Kunitz-type toxin, which has antinodceptive activities mggest other 
residues involved in this kind of biological activity [17] ; so, the con
served tyrosine triplet ofTt7 and the anntoxins could play an important 
role in the analgesic function. 

Until now it has not been possible to identify the cell receptor of 
Tt7; the electrophysiology tests on Nav 1.7 showed a weak effect at 
5 11M of Tt7. Conceming the targets of similar peptide structures to Tt7 
such as LrnKTI-Ia and anntoxins, LmK1T-la was tested on Kv 1.1, 1.2 
and 1.3 and it was able to block the Kv 1.3 with and ICso of 
1.58 ± 0.731lM [33], whereas in the case of anntoxins, they were only 
active on tetrodotoxin-sensible Nav with an leso of 3.4IlM [22]. Fur
thennore, both peptides anntoxin and LmK1T-Ia inhibited trypsin with 
a Ki of 0.025 and O.I 40IIM, respectively [22,31,32]. So, it will be 
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Fig. 4. Heterologoos expresslon ofHisrTT.7. (A, lnset) SOS·PAGE 01 HlstTt7 ~ (Jane 1) and afte< (Jan. 2) lnductlon wlth IPTG. Tbe po-ptlde expr=lon" shown in induslon bo,lles 
(lane 3 ) and in the ..,luble fraolion (lane 4). A moJ""'"'-'..la, proteln ma,k .. lo induded (lane 5), and the expressed peplide ls lndl<ated wlth an arrnw. (A) RF·HPLC alter purllkalion by 
NINTA, linear gNldi<'"Ill Q...6()% B in 6Omln. (B) 15% SDS-PAGE and (C) Westem bJot afte< th •• Julion wlth 300mM lmldawJ. in Tru.Hd, pH 8.0. Tbe HlstTt7 peplid ... shown (B and C, 

la". 2) and abo afier re.purlfi""lion by RP· HPLC (B and C, Jan. 3). A molerular protein marker" abo induded in la". I of (B) and (C). 
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_ '" anaJytM u'lng """" <pectrom~ In <>r<ln t<> find th~ rovalently eys-Cys peptid~ fragm<'"Ilt<. 

interesting to detennine biological altematives for Ta, because pre
diction models for Ta identified a trypsin interaction site (KGKGSXI), 
which would result in a peptide with protease inhibitor effect [34,35]. 
The dual activity as analgesic and protease ofTa would be concordant 
with that observed in Kurutz-type peptides from H I!tUClCW crispa ane
mone [36], and from Ecmnococw grunulnsus from which Kurutz-type 
peptides with ASIC blocking capability has been recently described 
[38]. 

On the other hand, considering that TI7 has a small activity on 
Navl.7 channels, altemative receptorli such as Navl.l, which recently 
had been reported to have a role in pajn signaling, could be a probable 
candidate to test in presence of Ta [37]. Also, the structural relation
ship of TI7 with u-dendrotoxin that shows inhibition on ASIC currents 

c::::J PBS _ lI7 Q.5fT"9"kg _ Hsrll7 1.5 fT"9"kg 

~ Kelomlac 5 mglkg _ r117 1.5 nv"kg 

. . 
:;¡ 

! 
iS e 
~ o 
~ 

Postreatmenttime (mio) 

in DGRneurons, and APETX2 that show inhibition on homomeric ASICJ 
channels and ASICl a + 3, ASICl b + 3 andASIC2b + 3 heteromers also 
suggest ASIC channels as another molecular targets for TI7 [17,39-41]. 

The expression of the recombinant HisrTt7 and rTt7 confinned the 
analgesia of the native Ta with a statistically significant group of an
imals. For potential therapeutic purposes, the heterologous expression 
ofHisrTt7 might be advantageous over the chemical synthesis, since the 
protein is obtained in soluble fonn with relative high yields with re
spect to the synthetic or natural sources. However, the effect of histi
d ines of HisrTa could be caused by the increase in the net charge of the 
molecule, favoring the opening of voltage-activated ion channels or in 
ASIC channels, so the rTt7 is an interesting sldn frog peptide to study. 

;f 
¡¡ , 
" ~ o 

~ 

Fi¡:. 1 . Hot Pl.o~ test of n.oti,,~ Tt7 and remmblnant HistTt7. 
N~tiv~ (POS) and pn<iti,,~ (ketoroJa,:,) """trot. w,"", ln~to<! 

intraperitoneally. Data w ... analyud stotistkally by multlple ,. 
tests of PIIS ... kotoroJac, Tt7, fTt7 and HI5fTt7. Statl,tlcal <lg. 
nillrn""" was ron<lderod ... . p < 0.05. POS (n _ 16), Ketorolac 
(n _ 16), Tt7 (n _ 6), flt7 (n _ ~ ), His:rTT.1 (n _ 10) . 
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Table 3 
EffKl 01. TI1 l OOnM an DRGs. 

AmP!itUM Paramet.rs 

Registers Control Applirntlon WMh 

Average 3.6:t 0. 6 1.9 :t 0 .3 ' 3.5:t 0 .6 0 .63 :t 0.1 0.96:t 0.05 
(n _ . 

" 
AMP mean. Amplltude. Data m .... n :t ES. 

• P _ 0.038. oantrol W>'SIJS Tt7 appli""tian. 

5. Conclusion 

An analgesic peptide with a Kunitz-type structure, Tt7, was isolated 
for the first time from the skin secretÍon of a veined me frog from the 
Americas. Tt7 represents an interesting molecule in the irnmeose di
versity of peptidic structures found in poisonous animal secretions with 
potential therapeutic applications. Tt7 showed mild blocking activity 
on Nav 1.7, a Nav mbtype linked to nociception; moreover, Tt7 in
hibited around 37% of intracelular calciwn fluorescence in rat DRG 
neurons indicating that TI7 could produce anti-nociceptive effects by 
inhibiting ASICs or membrane calcium channels. Also, we do not rule 
out that Tt7 oould act in a ooncerted combination in the inhibition on 
severa! nociceptive receptors. HisrTt7 was successfully expressed in a 
heterologous bacterial system with relative high yields, and it was 

shown to be active, with significant antinociceptive in vivo activity 
when assayed intraperitoneally at a 1.5 mgJkg concentration in mice. 
The activity d.isplayed by Tt7 and its reoombinant form, points out to 
the potential of TI7 as a candidate for evaluation as a possible analgesic 
<!rug. 
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12.25. Carteles presentados en congresos 

 
XV Congreso de Biotecnología y Bioingeniería de la SMBB 
Cancún, México, del 23 a 28 de junio de 2013 

	
 

Collection of amphibians    !

Collection of skin secretions!

N-terminal sequencing and 
primary structure determination!

Hot Plate assay!
(intraperitoneal or intracraneal)!

ESI-MS!

RNA extraction!

cDNA library!

Purification by RP-HPLC!

Selection of eluates !
(abundance and purity) !

Electrophysiology assays on 
pain related ion channels!

a) Caudata! b) Gymnophiona! c) Anura!

Figure 3. Dermophis mexicanus skin secretion. a) RP-HPLC, column C4, gradient 0-60% acetonitrile + 0.1% TFA, 
1mL/min flow (230 y 280 nm). b) Hot Plate assay, intracraneal injection; CD1 strain 18-20 g, 3 mice per group (*ANOVA 
one-way; p<0.05). !

CONCLUSION!

We found out an analgesic peptide from the skin secretion of 
Trachycephalus venulosus. This is the first report of an analgesic 
peptide from the anntoxin family found  in a frog from Mexico.!
The protein amounts in the secretions of salamanders and 
caecilians were limited; so we think it would be better to use 
molecular approaches to look for bioactive compounds.!

References !
1.Dewen Y., Jing H., Mingqiang R., Haining Y., Songping L., Yufang M., Hailong Y., Jing W., Donghai L. y Ren L. (2009) J. Biol. Chem. 284.
(33): 22079-22086. !
2.Ferroni Schwartz E. N., Schwartz C. A., Sebben A., Largura S. W. R. y Garcia Mendes E. (1999) Toxicon. 37.(1): 47-54. !
3.Jing, W. Han L., Hailong Y., Haining Y., Dewen Y., Yufang M., Huahu Y. y Ren L. (2011) J Proteome Res. 10 (9): 4230-4240.!
Acknowledgements. This%work%was%supported%by%a%grant%from%CONACyT%153606%to%GC%and%MSc.%F.%García%receives%a%doctoral%scholarship%324871%from%CONACyT.!

Dermophis mexicanum!

Pseudoeurycea cephalica !

Trachycephalus venulosus!

Figure 1. Amphibians used in this work. a) Pseudoeurycea cephalica a 
salamander, b) Dermophis mexicanus a caecilian, c) Trachycephalus 
venulosus a frog.!

Figure 5. Hot Plate assay. a) Intraperitoneal injection; ANOVA two-way (*) p<0.05 to F25, (**) 0.01<p<0.2 to F7 
comparing with  negative control, (***) 0.05<p<0.1 to F7 comparing with PBS. b) Intratecal injection; (*) ANOVA 
one-way; p<0.05. Both experiments: CD1 strain 18-20 g, 3 mice per group. !

Figure 2. Pseudoeurycea cephalica skin secretion. a) RP-HPLC, column C18, gradient 10-80% acetonitrile + 0.1% 
TFA, 1mL/min flow (230 nm). b) Hot Plate assay, intraperitoneal injection; CD1 strain 18-20 g, 3 mice per group, 
(*ANOVA one-way; p>0.05).!

Figure 4. Trachycephalus venulosus skin secretion RP-HPLC, column C8, gradient 0-60% acetonitrile + 0.1% TFA, 
1mL/min flow, 230 y 280 nm, (*) eluates tested to Hot plate. The table shows molecular mass of these fractions. !

DISCUSION!

The skin secretion of each amphibian group was fractionated 
using RP-HPLC. Although several fractions were obtained, only 
one protein from T. venulosus was positive in the analgesia test. !

The protein fraction (F7) had a molecular mass of 6,508.4 Da 
suggesting a primary structure of 59-61 aa.  The N-terminal amino 
acidic composition of the first 20 aa was 
EQDPKCLLPRNLGKGKGSTI..., which is quite similar to the 
reported analgesic peptides from the anntoxin family secreted by 
H. annectans. !

Based on the first aa of the N-terminal sequence of F7 degenerate 
oligonucleotides were designed in order to obtain the complete F7 
RNA transcript and to find out the full protein sequence.!

Fraction !ESI/MS (Da)!
F7! 6,508.40 !

F21! 6,055.46 !
F23! 29,027.25 !
F25! 28,877.94!

Figure 6. Alignement of sequences with six analgesic peptides identified in H. annectans skin secretions, a 
Japaneese frog. !

(10 µg) 

a)! b)!

a)! b)!

a)! b)!
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Collection of skin secretions!

BIOLOGICAL ACTIVITIES OF SKIN SECRETIONS 
FROM MEXICAN FROGS 

Francia García1, Herlinda Clement1, Selma Jurado1 and Gerardo Corzo1 
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Collection of amphibians    !

N-terminal sequencing and 
primary structure determination!

Biological assays!
(analgesic and hyaluronidase)!ESI-MS!

Purification by RP-HPLC!

Selection of eluates !
(abundance and purity) !

Pseudoeurycea cephalica  

Dermophis mexicanum Gymnophiona!

Caudata 

Trachycephalus venulosus 
Anura!

FIGURE 4. SDS-PAGE 12.5% with Hyaluronic Acid. A) MW (lane 1); Total secretion from T. venulosus, 10µg (lane 
6); total venom from B. vagans as positive control, 3.5 µg (lane 9). Other amphibian skin secretions was tested, but not 
showed activity with 10 µg (lane 4 and 5). B) MW (lane 1); sub-fractions 32.1 (lane 3), 32.2 (lane 4) and 32.3 (lane 5)  
from T. venulosus tested with 5 µg; total venom from B. vagans as positive control, 0.7 µg (lane 9). Arrow show MW of 
these sub-fractions.!

FIGURE 1. RP-HPLC of skin secretions. A) Pseudoeurycea cephalic, column C18, gradient 10-80% 
acetonitrile + 0.1% TFA, 1mL/min flow (230 nm). B) Dermophis mexicanus, column C4, gradient 
0-60% acetonitrile + 0.1% TFA, 1mL/min flow (230 y 280 nm). C) Trachycephalus venulosus, column 
C8, gradient 0-60% acetonitrile + 0.1% TFA, 1mL/min flow, 230 y 280 nm; (*) Molecular Weight 
determined to these fractions; (*) eluates tested to Hot plate; box green, sub-fractions from eluate 32.!

A) 

B) 

C) 

FIGURE 2. Alignement of sequences with six analgesic peptides identified in H. annectans skin secretions, a 
Japaneese frog and fraction 7 (F7) from T. venulosus. !

TABLA 1. Molecular Weight and N-Terminal from T. venulosus fractions  !

32.1; 32.2; 32.3 

FIGURE 3. Hot plate assays. A) Fracción 7 (F7) and 25 (F25) from T. venulosus, via intracraneal; an analgesic 
synthetic peptide from frog (dermorphin) as positive control. ANOVA, * p<0.05; 3 mice CD1, 18-20 g. B)  F7 synthetic 
tested via intraperitoneal; ketorolac as positive control. ANOVA,&*p<0.05;&**p<0.001;&n=1.&2&mice&CD1,&28930&g.&

A) B) 

A) B) 

* 

**
 

* 

* 
* 
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ABSTRACT 
 

The components of the skin secretion of the Mexican frog Trachycephalus typhonius 
exhibited an antinociceptive effect on CD1 mice. The components were isolated with a 
C8 reverse-phase HPLC column by a linear gradient that employs aqueous solutions of 
0.1% TFA from 0 to 60% acetonitrile. After protein fractionation the molecular mass of 
each component was determined by ESI-MS, and they were tested using the Hot-Plate 
method. The mice were injected intraperitoneally. A relevant proteinaceous molecule 
with antinociceptive action was found and named F7. The primary structure of F7 was 
elucidated by direct N-terminal Edman degradation, which yielded the first 16 residues. 
Later, F7 was enzymatically digested by Asp-N endoprotease. The peptide fractions 
from the enzymatic digestion of F7 were separated, the molecular masses determined 
and N-terminal sequenced. The results showed that F7 comprises 59 residues and two 
disulphide bridges. F7 belongs to the anntoxin family and represents the first anntoxin 
example obtained in the American continent. F7 was chemically synthesized and also 
expressed heterologously; yet, the best yield was obtained by recombinant expression. 
The recombinant peptide His-F7 presented the same biochemical properties as the 
native peptide. The best effect of His-F7 was observed at 2.5 mg/kg on mice after 15 
min post administration. The analgesic effect was higher than that of the AINS 
ketorolac; however, it presented a lower effect at 60 minutes.  

METHODOLOGY 

RESULTS  

CONCLUSION(
A"novel"analgesic"pep.de"with"Kunitz6type"structure"was"isolated"from"the"skin"secre.on"of"T.#typhonius#
frog" from" the" Americas." The" F7" pep.de"was" successfully" expressed" in" a" heterologous" bacterial" system"
with"high"yields,"and"was"shown"to"be"ac.ve,"with"significant"an.nocicep.ve"ac.vity"in"mice."The"ac.vity"
displayed"by"F7"and"its"recombinant"form,"points"out"to"the"poten.al"of"F7"as"a"candidate"for"evalua.on"
as"a"possible"analgesic"drug.((
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FIGURE 1. Separation of skin frog secretions by rpHPLC. (A) T. typhonius frog, (B) rpHPLC of T. typhonius skin 
secretions. Linear gradient from 0 to 60% of acetonitrile in 60 min, 0.5 mg of F7 was inyected. The N-terminal and MW of F7 is 
indicated.   

F7     ---------------------EQDPKCLLPRNLGKGKGSTIRYYYDKSAGTCKSFKYKGTQGNGNRFKSKEDCEAACVTA- 
Anntoxin    MKTSVVFLVVLAAGLFLLSEGAQDYRCQLSRNYGKGSGSFTNYYYDKATSSCKTFRYRGSGGNGNRFKTLEDCEATCVTAE 
AnntoxinS5  MKTSVVFLVVLTAGLLLLSEAAADHRCGLIRNLGKGSGSFTIYYYDKATNSCKTFRYRGTGGNGNRFRTLEECETTCVTG- 
AnntoxinS3  MKTSVVFLAVLAAGLFLLSEAS-DYRCNLSRSYGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTYRGTGGNGNRFKTLEECETACVTG- 
AnntoxinS2  MKTSVVFLVVLTAGLLLLSEAAADHRCGLIRNLGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTYRGTGGNGNRFKTLEECGTTCVTG- 
AnntoxinS1  MKTSVVFLAVLAAGLFLLSEAS-DYRCNLSRSYGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTYRGTGGNGNRFKTLEECETTCVTG- 
AnntoxinS4  MKTSVVFLAVLAAGLFLLSEAS-DYRCNLSRSYGKGSGSFTNYYYDKATNSCKTFTCRGTGGNGNRFKTLEECETTCVTG- 
        * :* * *. ******.. *****:: :**:* ::*: ******::.*:**::***. !

FIGURE 4. Co-elution assay of F7 synthetic and native. (A) F7 synthetic and oxidized (6 µg), (B) F7 native (6 µg) and 
(C) F7 synthetic and native (3 µg each). Linear gradient from 10 to 60% of acetonitrile in 50 min. "

Fragment Sequence MWexp* MWtheo 
 EQDPKCLLP RNLGKGKGS TIRYYYDKSAG TCKSFKYKGT QGNGNRFKSKE DCEAACVTA 6,509.7 6,509.3 
N-Edman EQDPKCLLP RNLGKGKGS TIRYYYDKSAG TCK   
Asp-N #10 --DPKCLLP RNLGKGKGS TIRYYY 2600.6 2,542.9 
Asp-N #7 --------------------------DKSAG TCKSFKYKGT QGNGNRFKSKE 2925.0 2,866.8 
Asp-N #3 -------------------------------------------------------DCEAACVTA 996.5 881.9 
!

FIGURE 3. Multiple sequence alignment with CLUSTAL W. Identity of sequence of F7 and anntoxin’s family (mature 
peptide). This alignment includes the signal peptide of anntoxins (first 21 residues). Identical residues (*), semi-conservative 
substitutions (.) and conservative substitutions (:) 
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FIGURE 6. Heterologous expression of His-F7. (A, inset) SDS-PAGE of His-F7 before (lane 1) and after (lane 2) 
induction with IPTG. The peptide expression is shown in inclusion bodies (lane 3) and in the soluble fraction (lane 4). A 
molecular protein marker is included (lane 5), the expressed peptide is indicated with an arrow. (A) rpHPLC after 
purification by NiNTA, linear gradient 0-60% B in 60 min. (B) 15% SDS-PAGE and (C) Western blot after the elution with 
300 mM imidazole in Tris-HCl, pH 8.0. The His-F7 peptide is shown (B and C, lane 2) and also after re-purification by 
rpHPLC (B and C, lane 3). A molecular protein marker is also included in lane 1 of (B) and (C). 

FIGURE 7. Hot Plate test for His-F7 and modeling of F7. (A) Negative (PBS) and positive (ketorolac) controls 
were also injected intraperitoneally. Data was analyzed statistically by a two-way ANOVA and the Bonferroni test; 
statistical significance was considered as *p <0.05 and ***p <0.001. (B) Homology modeling of F7 using Modeller 
software.  
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FIGURE 5. Design and construction of synthetic F7 gene. (A) Megaprimers strategy was used to construct the 
F7 gene, considering BamH1 and Pst1 as restriction sites, and adding the recognition sequence to Factor Xa, (B) gen 
assembly (lane 2) and molecular marker (lane 1), (C) pBuescript KS+ cloning vector and (D) pQE30 expression vector. 
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FIGURE 2. Elucidation of primary structure of F7. Fragments of F7 purified by rpHPLC after a proteolytic digestion with 
Asp-D endoproteinase (left). The table shows molecular weight of each fragment, experimental (reduced and carboxi-
methylated) and theorical (oxidized), as well as N-end of each one (right). Linear gradient from 0 to 60% of acetonitrile in 60 min. 
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