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RESUMEN

Octopus maya es un recurso de suma importancia socioeconémica para la peninsula
yucateca en México. Como el resto de los cefaldpodos, este organismo secreta un veneno
generado en las glandulas salivales posteriores (GSP’s) con importantes blancos dentro
del sistema nervioso central de los crustaceos. Este trabajo presenta la anotacion e
identificacion de diferentes neurotransmisores y aminas biogénicas presentes en los
extractos generados de las GSP’s y saliva ex vivo de Octopus maya. Ademas, se describen
los efectos provocados tras la inyeccion de la fraccién analizada sobre una presa tipica
como Ocypode quadrata. Las GSP’s se colectaron de pulpos capturados por pescadores
locales. Las GSP’s liofilizadas se extrajeron con agua como método general y con metanol
acidificado con acido clorhidrico como método selectivo. La extraccion acuosa se fraccion6
por ultrafiltracion de membrana con un corte molecular de 3 kDa, obteniendo una fase
metabdlica (> 3 kDa) y otra neurotoxica (<3 kDa). La fase neurotoxica se derivatizé con 2%
de cloruro de benzoilo y su andlisis se llevo a cabo por cromatografia de liquidos acoplado
a masas de alta resolucion (CL-EMAR), anotando agmatina, octopamina, 5-
Hidroxitriptofano, acido gamma-aminobutirico, taurina, serotonina y acetilcolina. El analisis
por CL-EMAR de la extraccion selectiva mostr6 GABA y taurina. Finalmente, se obtuvo la
saliva ex vivo directamente de las GSP’s despolarizando la membrana del conducto comun
y del tejido. El analisis por CL-EMAR de la saliva ex vivo demostré que la presencia de
serotonina y GABA son responsables de los efectos observados en O. quadrata. Los
resultados obtenidos revelan que los efectos de relajacion y paralisis de los extractos
generados a partir de las GSP’s y saliva ex vivo estan mediados por neurotransmisores; un
acercamiento mas a las herramientas bioquimicas que O. maya utiliza durante la

depredacion.

Palabras clave: Octopus maya, veneno, LC-MS, neurotransmisores.



ABSTRACT

Octopus maya is a resource of great socio-economic importance for the Yucatecan
peninsula in Mexico. Like the rest of the cephalopods, this organism secretes a venom
generated in the posterior salivary glands (PSG) with critical targets within the central
nervous system of crustaceans. This work describes the annotation of different
neurotransmitters and biogenic amines present in the extracts generated from the PSG and
ex vivo saliva of Octopus maya. In addition, the effects caused after the injection of the
analyzed fraction on a typical prey such as Ocypode quadrata are described. The PSG was
collected from by-products generated by the local octopus fishery. The lyophilized PSG's
were extracted with water as a general method and with acidified methanol as a selective
method. The aqueous extraction was fractionated by membrane ultrafiltration with a
molecular cutoff of 3 kDa, obtaining metabolic (>3 kDa) and neurotoxic (<3 kDa) phases.
The neurotoxic phase was derivatized with 2% benzoyl chloride and analyzed by Liquid
Chromatography coupled to a High-Performance Mass Spectroscopy detector using
electrospray ionization (ESI LC-HRMS), annotating Agmantine, Octopamine, 5-
Hydroxytryptophan, G-aminobutyric acid, Taurine, 5HT and Acetylcholine. LC-HRMS
analysis of the selective extraction showed only GABA and Taurine. Finally, ex vivo saliva
was obtained directly from the GSPs by depolarizing the common duct membrane and
tissue. LC-HRMS analysis of saliva ex vivo demonstrated that serotonin and GABA are
responsible for the effects observed in O. quadrata. This study demonstrates that the
relaxation and paralysis effects of extracts generated from GSPs and saliva ex vivo are
exerted by neurotransmitters; a closer look at the biochemical tools that O. maya uses during

predation

Keywords: Octopus maya, Venoms, LC-MS. Neurotransmitters.



INTRODUCCION

INTRODUCCION

Actualmente los organismos marinos constituyen una importante fuente de productos
naturales con caracteristicas y propiedades singulares, los cuales son altamente atractivos

en aplicaciones terapéuticas, industriales y biotecnolégicas (Figueroa, 2005).

Algunos organismos marinos producen una mezcla compleja de moléculas, que
comunmente se secretan como un veneno. Las moléculas presentes en los venenos son
capaces de afectar el funcionamiento del sistema nervioso central, asi como tejidos y
organos de quienes lo reciben, y tienen como finalidad atrapar, manipular, digerir a sus

presas y defenderse de sus depredadores (Eble, 2010).

Los venenos se caracterizan por contener proteasas, metaloproteasas, péptidos y
moléculas de bajo peso molecular (neurotransmisores y aminoacidos, principalmente) entre

otras moléculas (Aneiros & Garateix, 2004; Russell, 1984).

El pulpo utiliza su veneno para alimentarse de organismos como crustaceos, bivalvos,
gasterépodos, e incluso de aves. Este organismo atrapa a sus presas por medio de sus
ventosas y con ayuda de su aparato mandibular, arroja una secrecion sintetizada en las
glandulas salivales posteriores (GSP’s), la cual permite dominar el comportamiento de la
presa. Esta secrecién (veneno) se ha estudiado con anterioridad en diferentes especies,

resaltando su alto contenido proteico (Boyle, 1990; Voss & Solis Ramirez, 1966).

La cefalotoxina, es una de muchas moléculas aislada a partir de las GSP’s del cefaldpodo
Sepia officinalis; es una proteina cuya funcion es inducir paralisis en cangrejos (Ghiretti,
1960) muy similar a otras proteinas aisladas del pulpo Octopus vulgaris (Matus, 1971)
Eledone cirrhosa (McDonald & Cottrell, 1972) y del pulpo gigante Octopus dofleini
(Songdahl & Shapiro, 1974).

En este sentido, los pulpos son un modelo de investigacién para el descubrimiento de
moléculas de gran impacto neurotéxico dentro de sus secreciones, las cuales, ademas de
su especificidad molecular, y su rol durante la depredacién en presas tipicas como
gasterGpodos y crustaceos, también son importantes para el descubrimiento de nuevos

farmacos (Ménez et al., 2006)

En la dltima década, Pech-Puch y colaboradores (2016) ha aislado moléculas polares a
partir de fracciones obtenidas de las glandulas salivales posteriores y saliva ex vivo del

pulpo rojo (Octopus maya) contra tres presas tipicas de la alimentacion de Octopus maya,
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donde se concluy6 que la serotonina es responsable de la paralisis en crustaceos durante
la depredacion de esta especie endémica. Ademas, se determind que algunos aminoacidos
como Glu, His, Arg, entre otros (Campos, 2013) llegan a ser precursores de aminas
biogénicas, los cuales pueden estar asociados con la manipulacién del sistema nervioso de

estas presas (Sorenson, 1973).

Sin embargo, a pesar de estos avances, la informacién sobre las secreciones salivales de
Octopus maya, es poca. Ademas, estos antecedentes sugieren que los efectos
neurotoxicos podrian estar mediados por varias moléculas altamente polares como

neurotransmisores.

Dada la importancia que tienen estos neurocompuestos sobre el SNC de crustaceos y
demas presas del pulpo rojo, es importante indagar mas y realizar estudios sobre su

presencia en las secreciones salivales de Octopus maya.

Para la identificacibn de moléculas presentes en los venenos se emplean diversas
estrategias, que van desde realizar la separacion biodirigida de los componentes, y mas
recientemente, el uso de los estudios de metabolémica. La primera estrategia implica el uso
de una gran cantidad de tejido [(p.e. se utilizaron 5.0 kg de GSP's del pulpo del género
Eledona para aislar a la eledoisina); (Erspamer & Anastasi, 1962)] y al menos tres diferentes

estrategias de separacidén cromatografica.

Los avances tecnoldgicos en instrumentacion analitica han llevado a la creacion de
herramientas mas sensibles y selectivas; como la resonancia magnética nuclear (RMN) y
la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas de alta resolucién (CL-
EMAR), capaces de identificar componentes de una mezcla compleja con muy poca

cantidad de muestra [(ug/mL); Carrasco, 2012)].

Debido a la versatilidad y sensibilidad, la técnica de CL-EMAR es el método de eleccion
para comenzar los estudios de identificacion de compuestos en metabolémica. Para ello,
se emplean busquedas de los pesos moleculares de alta resolucion en librerias comerciales
(Metlin, ANTIBASE, MarinLit, entre otras) o de acceso libre (Chemspider, Tox3D, PubMed).
Algunas de ellas emplean el uso de patrones de fragmentacion, por lo que es importante

contar con un equipo que pueda realizar estudios de masas en tandem.

En los estudios de metabol6mica, se utilizan dos metodologias:
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1) El estudio dirigido, donde se identifican las moléculas reportadas en la literatura,
presentes en el veneno de interés. Para ello se utilizan estdndares que se inyectan en el
sistema CL-EMAR, para determinar el tiempo de retencion y patron de fragmentacion.
Luego se inyecta el extracto o muestra a estudiar, y se determina la presencia de las
moléculas objetivo mediante la comparacion del tiempo de retencion y el patrén de

fragmentacion con el estandar.

2) El estudio no dirigido, pretende determinar simultdneamente tantas moléculas como
sean posibles, para obtener una vision global del problema. En este tipo de estudios se
identifican los compuestos por el tiempo de retencién y su peso molecular exacto, no se

usan estandares.

Para ello, es importante contar con un equipo de alta resolucién (p.e. con un analizador
hibrido como lo es QToF). La muestra se analiza en el equipo CL-EMAR, y con las masas
de alta resolucion obtenidas, se realizan busquedas en las bases de datos (p.e. Metlin) para
identificar a los componentes presentes en la muestra. El equipo debe ser calibrado antes

y durante el tiempo de analisis para garantizar su alta resolucion (Wikoff et al., 2009).

Es necesario el uso de diferentes técnicas de ionizacion y técnicas analiticas que sean
complementarias entre si (Nevedomskaya, 2011). Se debe considerar que a menudo la
separacion no se lleva a cabo de manera exitosa para moléculas altamente polares (p.e.
aminas), debido a que estas no son retenidas por la columna, eluyendo rapidamente y sin
ser detectadas; orientando al investigador al uso de técnicas (como la derivatizacion) que
reduzcan su polaridad para su posible analisis (Wikoff et al., 2009; Yanes, 2011). Por
ejemplo, la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas con ionizacion
por electrospray (LC-ESI-MS, siglas en inglés) o la espectrometria de masas en tiempo de
vuelo con laser de ionizacién (MALDI-ToF-MS, siglas en inglés), son técnicas utilizadas

para determinar los componentes del veneno (Favreau et al., 2006)

En cuanto a los analizadores empleados en la espectrometria de masas (MS, siglas en
inglés), se pueden encontrar numerosas opciones, siendo las mas comunes: el cuadrupolo
(Q), trampa de iones (IT), tiempo de vuelo (ToF): la mayoria de ellos son de baja resolucién
0 el analizador de Transformada de Fourier-Resonancia de 16n ciclotonica de alta

resolucion, pero su costo es alun elevado.

Actualmente, se han desarrollado algunos analizadores hibridos como triple cuadrupolo

(QQQ), cuadrupolo acoplado a tiempo de vuelo (QToF) de costo accesibles para el andlisis
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de muestras que proporcionan la masa molecular de alta resolucion, haciendo factible la
identificacion del compuesto en estudios de metabolémica (Carrasco, 2012; Favreau et al.,
2006).

En este trabajo se generaron extractos a partir de las GSP’s y saliva ex vivo de Octopus
maya, y fueron analizados mediante un estudio dirigido y no dirigido en CL-EMAR utilizando
un analizador QToF con ionizacién por electrospray, con el objetivo de recabar la mayor
informacién sobre las herramientas bioquimicas que el pulpo rojo usa durante la
depredacion de crustidceos. El andlisis de los espectros de masas obtenidos de las
fraccibnes generadas, proporcionan evidencias sélidas de la presencia de los
neurotransmisores: agmatina (Agm), octopamina (OA), 5-hidroxitriptofano (5HTP), taurina
(Tau), &cido gamma-aminobutirico (GABA), acetilcolina (ACh) y serotonina (5HT) en las

GSP’s y saliva ex vivo de Octopus maya.
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ANTECEDENTES
1.0 FUNCION DEL VENENO

Los venenos se producen en un érgano altamente especializado, que estan asociados con
una estructura que asegura la inyeccion a sus presas, con fines de alimentacion. Estas
estructuras pueden variar dependiendo del organismo (espina, aguijon, etc.), sin embargo,
todas son capaces de introducir el veneno directamente en el cuerpo de la presa, en
cambio, una toxina no cuenta con una estructura especializada para llegar al receptor, su

interaccidn se da por ingestién o por contacto. Figura 1.1 (Brodie Ill, 2009).

Dermis
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9 Venom duct
Fang
Fang
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Current Biology

Figura 1.1 Sistemas de liberacién de toxinas frente a venenos. (A) Las toxinas generalmente se
almacenan en las glandulas de la piel y se liberan al contacto. Taricha granulosa segrega
tetrodotoxina cuando es acosado. (B) Los venenos generalmente se producen en una glandula, y se
introducen directamente en el cuerpo. La serpiente Bothriechis schlegelli tiene colmillos que inyectan
compuestos hematoéxicos en la presa para inmovilizarla. Imagen tomada de Brodie 11l (2009).

En general el veneno tiene tres funciones: depredacién, defensa y reducir la competencia;
durante la depredacién, la mayoria de los venenos parecen haber evolucionado para
favorecer y aumentar la gama de alimentos disponibles, con funciones y moléculas
especificas que influyen en los diferentes tipos de presa. Una de las ventajas que
proporciona el veneno es la inmovilizacion y la descoordinacién del SNC de la presa, lo cual

disminuye el riesgo de lesiones al depredador. Esto es de suma importancia para las
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especies que se alimentan de presas grandes o presas con defensas significativas (Brodie
& Brodie, 1999).

Muchos venenos incluyen un componente neurotdxico que interrumpe la transferencia de
informacién en los nervios del musculo. Por ejemplo, los caracoles del género conus han
desarrollado componentes neurotdxicos conocidos como conotoxinas que antagonizan los

receptores nicotinicos de acetilcolina en las uniones neuromusculares (Sébastien, 2014).

Sin importar el tipo de compuesto, muchos venenos tienen el mismo efecto general: el
bloqueo de la transferencia de informacion postsinaptica, o que provoca una paralisis
rapida. Otros organismos logran el mismo efecto bloqueando los potenciales de accion al

atacar los canales iénicos de sodio, potasio y calcio dependientes de voltaje (Brodie Iil, 2009).

1.1 Glandulas salivales de moluscos

La mayoria de los moluscos alcanzaron su equilibrio evolutivo con la ayuda de secreciones
guimicas, que a menudo se producen y se suministran a través de estructuras anatémicas
especializadas. Esta secrecién producida en las glandulas salivales ha revelado una
enorme diversidad quimica de moléculas altamente bioactivas, cuya caracterizacion ha

llevado al desarrollo de nuevos farmacos (Bergillos, 2018; Ponte & Modica, 2017).

En los udltimos afios, los intereses por la quimica de las mezclas salivales en miembros de
la clase Cefalopoda han aumentado; ahora se sabe que algunos de estos venenos se
dirigen, por ejemplo, a los canales de iones de sodio y potasio, o alterando los receptores
de algunos neurotransmisores como el glutamato, serotonina, neurotensina y
noradrenalina, manipulando asi el sistema neuromuscular de las presas. Ademas, otros
componentes bioactivos poseen actividad anticoagulante, anestésica e hipotensiva
(Barkalova et al., 2016).

Entre estas adaptaciones moleculares vy fisioldgicas, las glandulas salivales (Figura 1.2)
juegan un papel principal en la depredacion (Wu, 1965; Andrews et al., 1991). Estas
glandulas descargan su secrecién (sustancia viscosa o0 veneno), a través de conductos de
conexion, hacia la cavidad bucal, donde puede ser lanzada o “inyectada” a sus presas; se
sabe que las secreciones originadas en las glandulas contienen sustancias bioactivas; lo
gue coloca a estos organismos como un modelo prometedor para el descubrimiento y

caracterizacion de nuevos compuestos activos (Andrews, 1991).
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En los cefal6podos, tres tipos de glandulas salivales estan asociadas con la masa bucal: 1)
la glandula sub-mandibular, 2) las glandulas salivales anteriores (GSA) y 3) las glandulas
salivales posteriores (GSP). La glandula sub-mandibular (o sublingual), es un érgano no
pareado que se encuentra debajo de la papila salival y esta dispuesta en varios I6bulos,
esta bien desarrollada en octépodos (por ejemplo, Vampyroteuthis) pero se reduce en
pequerios pliegues en Nautilus (Budelmann, 2010).

Las GSA’s estan formadas por tabulos ramificados y en tamafio son variables en diferentes
especies. En Nautilus y sepias estan encerrados en la musculatura (I6bulos laterales)
mientras que en los pulpos se encuentran en ambos lados de la masa bucal, (Budelmann,
2010).

Por otra parte, las GSP’s que se encuentran detrds de la masa bucal, consisten en
numerosos I6bulos compuestos por tlbulos, que producen secreciones viscosas que son
transportadas por los conductos musculares a un canal terminal comun el cual abre hacia

la cavidad bucal anterior, cerca del apice de la papila salival (Budelmann, 2010) Figura 1.3.

En las GSP’s se han descrito dos tipos de epitelios: en el tipo A, las células columnares
polarizadas contienen pocas mitocondrias y son responsables de las secreciones
apocrinas. El tipo B, restringido al area del conducto, se caracteriza por tres tipos de células,
la mas importante es la estriada, con abundantes mitocondrias y microvellosidades

involucradas en el transporte y excrecion de iones activos (House, 1980).

Las tres glandulas salivales desempefan papeles diferentes en la alimentacion. La glandula
sub-mandibular contribuye a lubricar el paso del alimento, las GSP’s producen los
compuestos que se utilizan para paralizar y matar a la presa unos pocos segundos después
de la captura, mientras que la secrecion de la glandula salival anterior facilita la accion de

la secrecién viscosa de las glandulas salivales posteriores (Matus, 1971).
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dg
Figura 1.2 Tracto digestivo en gasteropodos depredadores (Ay B) y cefalépodos (Cy D). Para
resaltar las diferencias en la morfologia y la disposicion de las glandulas salivales, gasteropodos:
asg (glandula salival anterior), psg (glandula salival posterior); cefalopodos: asg (glandula salival
anterior), psg (glandula salival posterior). Lado izquierdo, gasterépodos. (A) neogastropoda
Muricidae (B) Tonnoidea. Lado derecho, cefalépodos. (C) Sepia (D) Pulpo. Los términos (en espafiol)
y las abreviaturas (en inglés) siguen las descripciones originales: ag, glandula salival accesoria; un,
ano; ao, eséfago anterior; asg, glandula salival anterior; b, pico; bm, masa bucal; cr, cultivo; dd,
conducto digestivo; dg, gldndula digestiva; gg, ganglio géastrico; gl, glandula de Leiblein; int, intestino;
isd, conducto de saco de tinta; mes, boca; eséfago; og, glandula esofégica; pb, probdscide; po,
esofago posterior; psg, glandula salival posterior; re, recto; rs, saco radular; sg, glandula salival; sga,
I6bulo anterior de la glandula salival; sgp, I6bulo posterior de la glandula salival; st, estbmago. Imagen
tomada de Ponte & Modica (2017).

10
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1.2 Control nervioso de las glandulas salivales posteriores

Segun Barber, la siguiente secuencia de eventos ocurre en las glandulas salivales de varios
taxones de invertebrados, no limitados a moluscos: (i) liberacion de neurohormona o
transmisor, (ii) activacion del receptor en células glandulares, (iii) acumulacion del segundo
mensajero, (iv) eventos electrofisioldégicos (canales de iones abiertos y cambio de potencial
de membrana) activados por la estimulacion del receptor en la célula glandular a menudo
sinérgicamente a la acumulacién del segundo mensajero; (v) eventos secretores (es decir,
liberacién de enzimas, iones y secrecion de fluidos) iniciados por la acumulacion del

segundo mensajero (Barber, 1983).

Ademas de los cambios en el potencial de membrana y la conductancia, los neuro-
moduladores o neurotransmisores pueden proporcionar el desacoplamiento de las células
de las glandulas vecinas, proporcionando asi una mayor regulacion del evento secretor
(Young, 1997).

Las glandulas salivales posteriores de los cefalépodos son conocidas por su inervacién
abundante; al menos 30,000 axones de los nervios salivales alcanzan las glandulas y cerca
de 10,000 axones en los nervios del conducto salival controlan la contraccion muscular del
conducto (Barber, 1983).

Las terminaciones nerviosas contienen una poblacion mixta de vesiculas; vesiculas
agranulares pequenas, vesiculas de nucleo denso y granular, donde se encuentran las
catecolaminas. Se considera que la noradrenalina y la serotonina se transportan a lo largo
de los axones hacia las glandulas desde los cuerpos celulares en el I6bulo bucal superior.
En analogia, debido a las cantidades significativas de octopamina y tiramina que se
encuentran en el l6bulo bucal superior, son también transportadas a las glandulas donde

se liberan durante la estimulacién nerviosa (Ponte & Modica, 2017).
1.3 Moléculas bioactivas en octopodos

La estructura de alimentacion de los cefal6podos es un pequefio pico similar a un loro, que
parece ser inadecuado para tratar con presas de concha dura. Aunque algunos cefalépodos
utilizan el desmembramiento mediante la fuerza bruta para presas pequefias, parece
probable que los venenos de este filo se empleen mejor para matar, mas que para dominar
a sus presas (Grisley et al., 1996). Esto esta bien documentado entre los octdopodos cuando

depredan bivalvos y crustaceos: la capa dura de la presa se penetra al perforar un pequefo

11
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orificio a través del cual se inyecta un veneno con funcién pre-digestiva (Nixon, 1984; Pilson
& Taylor, 1961; Runham et al., 1997; Saunders et al., 1991).

Las observaciones realizadas durante la depredacién en sepias (Chichery & Chichery,
1988) y pulpos (Pech-Puch et al., 2016) sugieren que también inyectan moléculas efectoras
a través de una pequefa herida infligida en un area de articulacion blanda de sus presas.
Del mismo modo, el calamar japonés (ldiosepius paradoxus) es capaz de paralizar a los
camarones que son mucho mas grandes que él en menos de un minuto por medio de sus

secreciones salivales.

El ejemplo mejor estudiado de un pulpo con una apariencia llamativa y temerosa es el pulpo
de anillos azules (género Hapalochlaena). Las especies de este género poseen
Tetrodotoxina (TTX) en ambas glandulas salivales y también, se distribuye por todos los
tejidos de su cuerpo, sin embargo, la presencia de TTX, se debe a bacterias endosimbiontes
(Yotsu-Yamashita et al., 2007).

Si bien el trabajo reciente sobre vendémica proporciona evidencia sélida de que las
secreciones de las GSP’s del cefalépodo son mezclas complejas de muchas moléculas
(Cornet etal., 2014; Ruder etal., 2013) no se han establecido los efectos de estos

compuestos en presas potenciales o depredadores.

Existen otros moluscos marinos; liebres de mar, sepias, calamares y pulpos, entre otros,
gue utilizan su tinta como defensa quimica contra sus depredadores; curiosamente esta
tinta contiene moléculas bioactivas como taurina y dopamina, que estimulan la alimentacion
de depredadores como las langostas espinosas. Otras moléculas realizan lo contrario
alterando la digestion y el apetito (Derby, 2007). EI componente principal de la tinta son los
granulos de melanina, que se encuentran localizados en el saco de tinta de los cefalopodos.
Esta glandula junto con el 6rgano de embudo son las dos glandulas que contribuyen a la

secrecion de la tinta (Derby, 2014).
1.3.1 Tetrodotoxina

La TTX es una neurotoxina no proteica de bajo peso molecular que inicialmente se creia
gue estaba presente solo en el pez globo de la familia Tetraodontidae, sin embargo, se ha
detectado en una gran variedad de organismos terrestres y acuaticos no relacionados

filogenéticamente: dinoflagelado, algas, artrépodos, equinodermos, moluscos, gusanos,

12
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tritones y ranas. La TTX también se ha identificado en sedimentos de ambientes marinos y
de agua dulce (Lehman et al., 2004) Figura 1.3.

OH
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Figura 1.3 Estructura de la Tetrodotoxina (TTX).

Esta toxina se une a los canales de sodio de los tejidos excitables del cuerpo humano
(masculos y nervios) inmovilizandolos eficazmente (Denac et al., 2000). La gravedad de los
sintomas inducidos por el TTX depende de la dosis; los sintomas incluyen hormigueo en la
lengua y los labios, dolor de cabeza, vomitos, debilidad muscular, ataxia e incluso la muerte

por insuficiencia respiratoria y/o cardiaca (Homaira et al., 2010).

Debido a que la TTX bloquea el canal de sodio dependiente de voltaje y causa paralisis,
también se puede aplicar como un posible alivio del dolor y algunos investigadores estan
tratando de utilizar la actividad analgésica de la TTX para tratar varios tipos de dolores,
como el dolor severo por cancer (Hagen et al., 2008) o para ayudar a reducir los eventos

de ansiedad generados por la heroina (Shi et al., 2009).

Los estudios en las GSP’s de H. maculosa identificaron el componente fatal como
maculotoxina (Crone et al., 1976), que luego se cambi6 a TTX (Sheumack et al., 1978). Una
toxina similar a TTX fue aislada de H. maculosa llamada hapalotoxina, distinguible de TTX

por su polaridad (Savage & Howden, 1977).

La distribucién relativa de TTX varia segun la especie y la ubicacion geogréfica, por ejemplo,
Williams y Caldwell (2009) a finales de los 80°s examinaron las concentraciones relativas
de TTX en las GSP’s contra otros tejidos blandos, para dos muestras recolectadas en
diferentes lugares. En una especie ubicada en Filipinas, encontraron que la mayoria de TTX

total estaba localizado en los tejidos blandos, con solo alrededor de un cuarto de TTX total
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presente en sus GSP’s. En contraste, una especie de la peninsula de Izu (Japon) habia
concentrado casi toda la TTX en sus GSP’s.

Esto sugiere que el papel relativo (defensa o depredacion) de TTX en el pulpo de anillos

azules puede variar entre individuos o subpoblaciones (Figura 1.4).
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Figura 1.4 Imagen del pulpo de anillos azules Hapalochlaena maculosa. Imagen tomada del sitio
animal world. (animalworld.com.ua., s.f.).

1.3.2 Cefalotoxina

El término cefalotoxina fue utilizado por primera vez por Ghiretti (1960) para describir una
proteina purificada de la glandula salival posterior de Sepia officinalis. La caracteristica de

esta proteina fue la capacidad para inducir paralisis completa en cangrejos.

Los trabajos posteriores de Ghiretti (1960), Songdahl y Shapiro (1974), Cariello y Zanetti
(1977), McDonald y Cottrell (1972) aislaron fracciones de proteinas con efectos
neurotéxicos similares al del pulpo comin (Octopus vulgaris), el pulpo rizado (Eledone

cirrhosa), y el pulpo gigante del Pacifico (Octopus dofleini, ahora Enteroctopus dofleini).

Aunque todas las proteinas de estos primeros trabajos han sido referidas como
cefalotoxinas, no se realiz6 ninguna secuenciacidon u otra caracterizaciébn molecular
detallada, y no esta claro que fueran homélogas. De hecho, Songdahl y Shapiro (1974),

observaron que el peso molecular de su proteina (23 kDa) era muy diferente a la proteina
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estudiada por McDonald y Cottrell (30—70 kDa), sugiriendo que las cefalotoxinas pueden
ser un grupo diverso (McDonald y Cottrell,1972).

Recientemente, Ueda y colaboradores (2008) realizaron la primera secuenciacion de una
proteina purificada de las GSP's de la sepia dorada (Sepia esculenta) con los efectos
neurotoxicos caracteristicos de la cefalotoxina. A esta proteina, se le denomind SE-
cefalotoxina y es una de las pocas toxinas de cefalépodos que se han purificado y

secuenciado. Ademas, tiene un tamario de 1,052 aminoacidos.

Otras caracteristicas de la secuencia proteica de la SE-cefalotoxina son la presencia de un
péptido sefial, pro-péptido y multiples regiones ricas en cisteina; atributos que se observan

comunmente en proteinas secretadas en animales venenosos (Ueda et al., 2008).

Es probable que la SE-cefalotoxina sea de hecho un homoélogo de al menos algunas de las
proteinas previamente llamadas cefalotoxina. Es altamente glicosilada, lo que concuerda

con las observaciones realizadas por Cariello y Zanetti (1977) sobre las cefalotoxinas

aisladas de O. vulgaris (Figura 1.5).

Fotografia tomada por DuPont, 2008.

Figura 1.5 Imagen del pulpo comun, Octopus vulgaris.
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1.3.3 Taquicininas

Las taquiquininas (TK) son péptidos multifuncionales del cerebro e intestino de vertebrados
involucrados en varias funciones centrales y periféricas, que incluyen la contraccion del
musculo liso, la vasodilatacion, la inflamacion y el procesamiento de la informacion sensorial

de forma neuropeptidérgica o endocrina/paracrina (Kanda et al., 2007).

Las taquicininas y los péptidos relacionados con la taquicinina son generalmente pequefios
(aproximadamente 10-150 aminoacidos) y, a menudo, se producen por escisiéon de una

proteina precursora mas grande.

Se ha observado que las taquicininas de vertebrados a menudo poseen una secuencia
corta de aminoacidos de la siguiente forma: FXGLM, donde “X” es cualquier otro
aminoacido; curiosamente las taquicininas aisladas de octépodos poseen la misma

secuencia (D’haeseleer, 2006).

Después del descubrimiento de una taquicinina llamada sustancia P, aislada de un
mamifero (Euler & Gaddum, 1931), no tardaron en darse cuenta de que todas estas
moléculas eran estructural y farmacolégicamente similares; siendo parte de una gran
familia, llamados péptidos relacionados con taquicininas, extendida a través de muchos
taxones (Kanda et al., 2007), Cuadro 1.1.

Los principales péptidos de esta familia en mamiferos, son la Sustancia P (SP), la
neuroquinina (NK) A (NKA), la NKB y la hemoquinina-1/endoquininas (Otsuka & Yoshioka,
1993).

Las taquicininas comprenden una gran familia de neurotransmisores altamente
conservados que se encuentran en invertebrados, incluidos los octépodos. Estos péptidos,
participan en los sistemas nerviosos central y periférico a través de vias aferentes y
eferentes, participando en la contraccion del musculo liso y la inflamaciéon neurogénica
(Kanda et al., 2007).
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Cuadro 1.1 Secuencia de taquicininas. Se enlistan algunas de las taquicininas de mamiferos y
pulpos, donde el amino&cido resaltado caracteriza la secuencia, es decir, la particularidad de cada
taquicinina.

Secuencia de las Taguicininas

SP Arg- Pro- Lys- Pro- GIn- GIn- Phe-Gly- Leu- MetNH:
NK-A His- Lys- Thr-Asp-Ser-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH:
NK-B Asp- Met. His- Asp- Phe- Phe- Val- Gly- Leu- MetNH:
NP-K Asp-Ala-Asp-Ser-Ser- lle-Glu-Lys-GIn-Val-Ala-Leu-Leu-Lys-Ala-Leu-Tyr-

Gly-His-Gly-His-Gly-Glin-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-
Val-Gly-Leu-MetNH2

NPY Asp-Ala-Gly-His-Gly-GIn-lle-Ser-His-Lys-Arg-His-Lys-Thr-Asp-Ser-Phe-
Val-Gly-Leu-MetNH2

Hemokinina-I Thr-Gly-Lys-Ala-Ser-GIn-Phe-Phe-Gly-Leu-MetNH2

Fisalemina pGlu-Ala-Asp-Pro-Asn-Lys-Phe-Tyr-Gly-Leu-MetNH:

Eledoisina pGlu-Pro-Ser-Lys-Asp-GlIn-Ala-Phe-lle-Gly-Leu-MetNH:

Kassinina Asp-Val-Pro-Lys-Ser-Asp-GIn-Phe-Val-Gly-Leu-MetNH:

Filomedusina pGlu-Asn-Pro-Asn-Arg-Phe-lle-Gly-Leu-MetNH:

Uperoleina pGlu-Asn-Pro-Asn-Ala-Phe-Tyr-Gly-Leu-MetNH:

La primera toxina peptidica que se aislé y secuencié del veneno de octépodos fue la
taquicinina eledoisina (Erspamer & Anastasi, 1962) de los pulpos almizclados y rizados

Eledone moschata y Eledone cirrhosa, respectivamente, Figura 1.6.

La eledoisina esta presente en las glandulas salivales de los pulpos del género Eledone
(Anastasl & Erspamer, 1962), induce hipotension y contraccién de los masculos intestinales

en ensayos con vertebrados (perros y cobayas) (Anastasi & Erspamer, 1962).
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Figura 1.6 Taquicininas aisladas de pulpos. Eledoisina aislada de dos ejemplares Eledone
moschata y Eledone cirrhosa, Octoquitinas | y I, aisladas de Octopus vulgaris y la octoquinina aislada
de Octopus kaurna.

1.3.4 Quitinasas, peptidasas y otras enzimas digestivas

Muchos venenos incluyen moléculas digestivas que pueden clasificarse como toxinas
debido a su capacidad para causar dafio celular, tisular e incluso efectos neurotoxicos.
Estas toxinas a menudo se dirigen especificamente a puntos de union importantes cuya
degradacién evocan efectos anticoagulantes, aumento de la permeabilidad del tejido, la lisis
celular o la hemorragia. Esto a su vez puede mejorar la prolongaciéon de otros componentes

del veneno y acelerar la inmovilizacién o muerte de la presa (Wong & Belov, 2012).

Es probable que los venenos de los octdépodos incluyan moléculas para realizar estas
funciones, pero se sabe poco sobre ellos. Se han identificado secuencias de transicién de
varias clases importantes de enzimas en los extractos de GSP’s de estos organismos (Fry
et al., 2009; Ruder et al.,, 2013) que incluyen hialuronidasas (H. maculosa, O. cyanea),

serin-proteasas y fosfolipasas A2 (Loliolus, Sepia, Sepiotheuthis).

Ademas, extractos completos de la GSP’s de cuatro especies de pulpos antarticos
(Adelieledone polymorpha, Megaleledone setebos, Pareledone aequipapillae y Pareledone

turgueti) se han analizado para determinar la actividad de fosfatasa alcalina,
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acetilcolinesterasa, fosfolipasa A2, actividad hemolitica y proteolitica en tres diferentes
especies (Undheim et al., 2010).

Estas enzimas degradativas son componentes importantes de los venenos de los
octépodos por el hecho de que han adquirido una gran diversificacién en caso de las serin-
proteasas (Fry et al., 2009).

Las quitinasas y peptidasas parecen ser un componente ubicuo de los extractos de las
GSP’s de cefalépodos, encontrandose en todas las especies donde se ha realizado estudio
de transcriptébmica (Fry etal., 2009; Ruder et al., 2013; Cornet et al., 2014). Como
componentes del veneno, causan un dafo considerable a la presa, rompiendo musculos o
tejido conectivo y/o ayudando a la radula del cefalépodo durante el ataque a los

exoesqueletos de crustaceos y bivalvos (Grisley, 1993).

Un papel clave para las quitinasas, peptidasas y otras enzimas digestivas en el veneno de
cefalépodos, es la digestion externa. La digestion externa esta bien documentada para los
pulpos, donde la inyeccién de secreciones salivales aumenta considerablemente la facilidad
con que se puede desmembrar la presa (Grisley & Boyle, 1987; Nixon, 1984); gracias al
bioensayo especifico para el desprendimiento del musculo del caparazén del cangrejo, se
atribuyé este fen6meno a una enzima proteolitica dentro de los extractos salivales de

Eledone cirrhosa (Grisley & Boyle, 1987).

1.3.5 Aminas biogénicas

Las aminas son compuestos organicos de bajo peso molecular que intervienen de manera
ubicua, en los sistemas biolégicos. Muchas aminas son neurotransmisores, los cuales
incluyen epinefrina, norepinefrina, dopamina, serotonina e histamina. Con frecuencia
participan como componentes de los venenos de invertebrados vy, si bien a menudo son
responsables de producir una respuesta de dolor agudo, también suelen ser la causa de

efectos mas graves como la paralisis completa (Welsh, 1964).

Una funcion comdn de los componentes del veneno es facilitar la distribucion de otras
toxinas en el cuerpo de quien las recibe, por ejemplo, al causar vasodilataciéon en el lugar

de la inyeccién o al aumentar la frecuencia cardiaca (Welsh, 1964).
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Las principales monoaminas, Fig. 1.7, se derivan de los aminoacidos. La octopamina, la
tiramina y las catecolaminas (dopamina, epinefrina y norepinefrina) derivan de la tirosina;
la serotonina se deriva del triptéfano y la histamina se deriva de la histidina (Kandel et al.,
2000).

En general, las monoaminas se unen a los receptores vinculados a las proteinas G y activan
los sistemas de segundo mensajero. Los segundos mensajeros actlan sobre los receptores
y canales ionicos en la membrana celular, sobre la sintesis de proteinas y la actividad
enzimatica en el citoplasma, y sobre la transcripcion de genes en el nlcleo. Estos efectos

duran desde segundos hasta dias (Widmaier et al., 2004).
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Figura 1.7 Estructura de las monoaminas. En vertebrados la norepinefrina es el neurotransmisor
gue regula los latidos del corazon; la histamina causa vasodilatacion y mayor permeabilidad a las
proteinas Widmaier et al., 2004). En invertebrados, las monoaminas modulan el metabolismo, los
latidos del corazén, la alimentacién y el rendimiento muscular (Lent et al., 1989; Zornik et al., 1999 y
Libersat & Pflueger, 2004).

En las décadas de 1930 a 1950, el estudio de la contraccién del musculo liso de conejos,
ranas y moluscos, dio lugar a la identificacion de la enteramina; una amina que provoca
contracciones del musculo liso, especialmente del Gtero de rata (Erspamer, 1946).
Posteriormente, se estudié en el coraz6n de moluscos y en las glandulas salivales
posteriores de O. vulgaris (Erspamer, 1948). A finales del afio 1952, se concluyé que se
trataba de la misma amina que habia sido trabajada por Irvine Page, Maurice Rapport y

Arda Green, la serotonina (Erspamer & Asero, 1952; Whitaker-Azmitia, 1999).
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Otras toxinas del veneno actian como agonistas, antagonistas y moduladores en los
receptores monoaminérgicos, o afectan la liberacion, recaptura o sintesis de monoaminas,
(Kandel et al., 2000) Figura 1.8.

Los efectos de la octopamina en invertebrados y en vertebrados han sido ampliamente
estudiados (David & Coulon, 1985). Actia como un neurotransmisor, una neurohormona y
un neuromodulador con efectos tanto en el sistema nervioso central como en el periférico
(David & Coulon, 1985).

Presinapsis
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Dopamina
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ATP — > cAMP —> PQ _.'°'°t:'“as
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Transcripcion de genes Proteina
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Figura 1.8 Representacion de una sinapsis dopaminérgica. La dopamina, liberada en la
hendidura sinaptica, se une a un receptor unido a la proteina G, que activa la proteina G. La proteina
G activada controla la produccién de AMPc. El AMPc actla sobre los canales i6nicos o activa las
proteinas quinasas, que, a su vez, pueden tener una variedad de efectos en la célula. Los venenos
pueden afectar la sintesis (1) la liberacién (2) o la recaptacion (3) de monoaminas en el lado
presinaptico, y pueden actuar como agonistas, antagonistas o moduladores (4) de los receptores
monoaminérgicos en el lado post-sinaptico. PQ: proteina quinasa. Modificado de Widmaier et al.,
2004.
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Se ha demostrado que tanto la octopamina como la serotonina provocan una respuesta
neurofisiolégica en los crustaceos (Livingstone et al., 1980), esto sugiere que la presencia
de aminas biogénicas en las glandulas salivales posteriores tiene un papel activo durante
la depredacion del pulpo. Ademas, la octopamina, la tiramina y la dopamina en el veneno
del pulpo inducen hiperexcitacion en presas como el cangrejo (Welsh, 1964).

Sin embargo, hasta la fecha se ha prestado poca atencion a los posibles efectos de estos
venenos en los sistemas monoaminérgicos de sus presas. La investigacion adicional en
esta area puede revelar efectos novedosos de los componentes del veneno en los sistemas

monoaminérgicos a nivel celular, sistémico y de comportamiento.

1.4 Octopus maya

Octopus maya es una especie que se distribuye exclusivamente en la peninsula de
Yucatéan, Figura 1.9, donde su captura se ha convertido en una de las actividades
econdémicas primarias mas importantes de las costas de los estados de Campeche vy

Yucatan.
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Figura 1.9 Distribucion de Octopus maya. O. maya se distribuye desde las aguas adyacentes a
Isla del Carmen en Campeche hasta Isla Mujeres, Quintana Roo, sefialado con manchas color rojo.
(Galindo-Cortes et al., 2014).
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La pesca de este organismo, junto con la captura de O. vulgaris, genera cerca de 15,000
empleos directos y una derrama economica anual de 360 millones de pesos en toda la
region, la cual se sustenta en la exportacion de méas del 80% del pulpo capturado,
principalmente a los mercados de Europa y Japon (Juaarez Valdez et al., 2010).

Debido a la extensa veda (16 de diciembre al 31 de julio) que limita la captura del molusco
a solo cuatro meses al afio y aunado a la disminucién en los volimenes de captura, los
cuales han reportado una baja de hasta un 60% en el 2005, es que actualmente se realiza
el desarrollo de la tecnologia de cultivo de este organismo (Galindo-Cortes et al., 2014).

1.4.1 Aspectos bioldgicos

El pulpo rojo (O. maya), Figura 1.10, alcanza un tamafio que va de 60 cm a 1 m, pose
bajo cada ojo una mancha redonda oscura llamado ocelo y que le ha valido el hombre
comun de cuatro ojos (Avila-Poveda et al., 2009).

Figura 1.10 Pulpo rojo (Octopus maya). Pulpo endémico de la peninsula Yucateca. Fotografia
tomada del Servicio de informacién agroalimentaria y pesquera (s.f).

Finalmente, las crias nacen sin pasar por una fase larvaria, plenamente desarrolladas, ya
con el fenotipo de un pulpo adulto, son capaces de moverse agilmente para atrapar a sus

presas, cambiar de color y arrojar tinta. Durante dos meses la madre no come, y al ver nacer
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sus crias, esta muere: en tales condiciones, los huevos no se dispersan ampliamente, por

ello el pulpo maya solo existe en esta pequefia region del mundo (Blancas, 2014).

Actualmente existen vedas que restringen la captura de esta especie, ya que no se ha
podido respetar la captura de tallas minimas u optar por una cuota razonable por parte de
los pescadores locales, actos que comprometen la sustentabilidad de Octopus maya; sin
embargo, los cambios de distribucién y abundancia se ha atribuido a factores ambientales
como marea roja y el cambio climatico (Blancas, 2014).

1.4.2 Octopus maya como modelo de investigacion

El pulpo rojo ha sido sugerido como modelo para estudiar diversas respuestas, por ejemplo
en la respuesta inmune (por su capacidad de no ser infectado por organismos patégenos),
en estudios de conducta y comunicacion, en la que se utiliza el color de su cuerpo y la
posicion de los tentaculos para indicar su actitud hacia su presa u otros pulpos (su postura
y color son comparables a las expresiones faciales y el lenguaje corporal de monos y
humanos), en estudios de aprendizaje (similares a mamiferos), y en estudios de
neurobiologia, electrofisiologia neuronal, neuroquimica y neurosecrecion (Wilson-Sanders,
2011).

Asi mismo, en la saliva de O. maya se han identificado neurocompuestos como
aminodcidos y neurotransmisores como la serotonina, los cuales estan implicados en
papeles ecoldgicos durante la depredacion del pulpo rojo. Las futuras investigaciones sobre
su veneno prometen la identificacibn de monoaminas y posibles moléculas que podrian
servir para el desarrollo de nuevas herramientas farmacolégicas de uso terapéutico (Pech-
Puch et al., 2016).

1.5 Identificacion de moléculas polares mediante CL-EMAR

En estudios donde se pretende saber el estado actual de una célula o tejido, es importante
tener presente que el conjunto de metabolitos presentes en un sistema biologico es una

mezcla compleja de muy diversa funcionalidad y polaridad. Figura 1.11.

Las técnicas que se deben utilizar para este tipo de estudios son las de separacién
(cromatografia de gases (GC), cromatografia de liquidos (LC) y electroforesis capilar (CE)

de elevado poder de resolucion, las espectroscopicas (resonancia magnética nuclear
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(RMN) y espectrometria de masas (MS)) de alta sensibilidad y selectividad, y los
acoplamientos de ambas (Carrasco, 2012).

Debido a la complejidad del metaboloma, una sola técnica analitica no proporciona una
vision global y detallada del problema o de los metabolitos presentes en un determinado
sistema bioldgico, por esta razon las técnicas deben ser acopladas y de modo simultdneo
(Carrasco, 2012).

Para el andlisis simultaneo de una gran cantidad de metabolitos, herramientas como la
resonancia Magnética Nuclear 6 MN (Wishart, 2008) y la espectrometria de masas de alta
resolucién, MS son las técnicas mas empleadas (Bedair & Sumner, 2008).

La RMN es rapida, robusta, no destructiva y usa tecnologia de alto rendimiento, es la
herramienta predominante para la determinacién del perfil metabdlico por su sensibilidad,
ademas, se pueden observar todos los desplazamientos quimicos de todas las moléculas,
sin embargo, asignar a qué compuesto corresponden esas sefiales es sumamente
complicado (Wishart, 2008).
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Figura 1.11 Esquema de trabajo que se sigue generalmente cuando se llevan a cabo estudios
metabdlicos (Carrasco, 2012).

La MS, tiene como puntos fuertes su alta sensibilidad y selectividad, se puede utilizar sin
necesidad de poner detras una técnica separativa (Bedair & Sumner, 2008) sin embargo, si

la acoplamos a técnicas separativas de alta resolucion como GC, LC o CE, obtendremos
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una mejora sustancial, aumentando la informacién del metaboléma (Castrillo et al., 2003;
McDougall et al., 2008).

La MS no utiliza ninguna radiacién del espectro electromagnético para irradiar las muestras,
al contrario, MS ioniza la muestra (por lo tanto, es un método destructivo) usando diversos
procedimientos para ello. De todos ellos el mas usual es el impacto Electrénico (EM-IE), el
cual consistente en el bombardeo de la muestra (previamente vaporizada y mediante el uso
de alto vacio junto con una fuente de calor) con una corriente de electrones a alta velocidad
(McDougall, 2008).

Esto produce que la sustancia pierda a su vez algunos electrones y se fragmente dando
diferentes iones, radicales y moléculas neutras. Los iones (moléculas o fragmentos
cargados), y solo ellos, son conducidos mediante un acelerador de iones a un tubo
analizador curvado sobre el que existe un fuerte campo magnético y son llevados a un
analizador sobre el que se recogen los impactos de dichos iones en funcion de la relacién

carga/masa de los mismos, tal y como se indica en la siguiente figura (Figura 1.11):

Moléculas neutras, fragmentos neutros e
Filamento  iones negativos hacia la bomba de vacio

Rayo de electrones

> Iman
Ty WA= i VT
uestra : A\ an :
/] 7\& "\ \_~ Tubo analizador
Moléculas Placa 7 S

neutras repelente Placas de aceleracion Iman lones cargados positivamente

y enfoque con carga (desviados de acuerdo con m/ z).
negativa.

Hendidura de salida de iones

—— Colector
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Registrador

Figura 1.12 Diagrama general de un detector de masas que utiliza ionizacidon por impacto
electronico. La muestra es inyectada y rdpidamente es bombardeada por varios electrones, la
muestra es acelerada por un campo magnético poco antes del tubo analizador. De esta forma los
iones cargados positivamente se registran de acuerdo a su relacién carga - masa (Yurkanis, 2008).
Ahora bien, todos los analizadores de masas convencionales e hibridos (como Q, IT, QQQ,
ToF, etc) se distinguen en la resolucién que ofrecen al determinar la masa molecular de los
analitos (mas bien la relacion masa/carga, m/z); que se define como el error entre la masa

exacta determinada y el valor tedrico, en la capacidad o incapacidad para determinar
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distribuciones isotopicas, en el poder de hacer masas en tindem o MSn (de gran utilidad
para obtener patrones de fragmentacion y determinar estructuras quimicas), la velocidad
del barrido y en el rango de masas que pueden medir (Carrasco, 2012). Es importante
destacar que el resultado que se obtenga de un espectro de masas depende notablemente
de la fuente de ionizacion (Carrasco, 2012).

Los analizadores de trampa de iones (Figura 1.13) se aplica entre los electrodos de entrada
y de salida un potencial de radiofrecuencia de 525kHz, al mismo tiempo, sobre el electrodo
central se aplica otro voltaje de radiofrecuencia de 1,1 MHz y de amplitud variable entre 0
y 7.5000 V. Estos dos voltajes de radiofrecuencia dan lugar a un campo electromagnético
cuadrupolar tridimensional en el que quedan confinados los iones con una trayectoria
estable (March, 1997).

Electrodo
anular
Electrodo / Electrodo
de entrada de salida

\——/

Al detector

—>
~

Lente de

enfoque I

/

Espaciador

Figura 1.13 Esquema general de un analizador de trampa de iones. El analizador de trampa de
iones esta formado por tres electrodos de superficie hiperbdlica (anular, de entrada y de salida), de
ellos, el electrodo central es anular, mientras que los electrodos entrada y salida forman el cierre de
los extremos del anillo (Dunn & Ellis, 2005). Los tres electrodos forman una cavidad en donde se
produce la ionizacién, la fragmentacion y posteriormente el andlisis de masas (March, 1997).

Para detectar los iones, se altera la sefial de radiofrecuencia del electrodo anular, lo que da
lugar a la desestabilizacion de la trayectoria de un ion y es expulsado de la trampa. Un
cambio gradual en la amplitud del cambio de radiofrecuencia dara lugar a que los iones
sean expulsados de la trampa en orden creciente de acuerdo a su relaciébn m/z, lo que

resulta a un espectro de masas (Stafford, 2002).
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1.5.1 Analizador de tiempo de vuelo (ToF)

En el analizador de tiempo de vuelo (ToF), los iones generados en la fuente son acelerados
por medio de un pulso potencial eléctrico, lo que proporciona a todos los iones una misma
energia, que en general, se traduce en una velocidad de los iones correspondientes, es
decir, que la velocidad adquirida por cada ion sera inversamente proporcional a su relacion
m/z. Uno de los problemas principales que tiene ToF es que, el tiempo que tardan los iones
en alcanzar el detector, se encuentra dentro de unos pocos microsegundos, lo que exige

un sistema de deteccion extremadamente rapido (Guilhaus et al., 2000).

En ToF, Figura 1.14 la muestra es vaporizada y sometida durante periodos de
microsegundos a un pulso de electrones que dan lugar a la ionizacion, seguidamente, se
aplica un potencial de aceleracién durante un tiempo menor que el utilizado para la
generacion de iones, de forma que todos los iones de la muestra son acelerados de forma
casi simultdnea, acto seguido, los iones alcanzan una zona libre de campo a lo largo de la
cual se mueven a velocidad constante hasta alcanzar el detector (Lacorte & Fernandez-
Alba, 2006).

Tubo de
Muestra yielo Detector
vaporizada

|

Electrodo
extractor aceleradar

Electrodo

Figura 1.14 Diagrama general de un tiempo de vuelo (ToF siglas en inglés). La muestra es
vaporizada y después ionizada. Posteriormente los iones que se generan son acelerados por un
electrodo hasta llegar a una zona de campo largo llamado tubo de vuelo. Finalmente, los iones con
carga positiva impactan el detector (Lacorte & Fernandez-Alba, 2006).
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1.5.2 Cuadrupolo (Q)

Un analizador de masas cuadrupolo consiste en dos pares de barras de seccion transversal
hiperbdlica o circular que se colocan con precision paralelas entre si y en una matriz radial.
Generalmente, se emplean varillas cerdmicas de acero inoxidable o ceramicas revestidas
de metal (Miller & Denton, 1986; Yang et al., 2002).

Ahora suponga que el dispositivo funciona con resolucion de unidad de masa; los iones con
solo un m/z muestran una trayectoria estable hacia el final de las varillas y, por lo tanto, se
transmiten al detector, mientras que los iones con trayectorias inestables no pasan el
flotador de masa porque la amplitud de su oscilacion se vuelve infinita. En consecuencia,
se descargan contra las barras y / o se pierden en el sistema de vacio. Por lo tanto, el
analizador de masas cuadrupolo puede considerarse como un filtro de paso de banda
variable (Miller & Denton, 1986) Figura 1.15.

Nonresonant ion

From ion .
source . . /

Vrr +Vnc Resonant ion

Figura 1.15 Analizador de masas cuadrupolo. Cada par de barras se carga mediante un potencial
de corriente continua (CC) positivo 0 negativo, con un potencial de radiofrecuencia de corriente
alterna (CA) superpuesta (RF, MHz). Debido a los campos oscilantes aplicados, los iones son
atraidos y repelidos secuencialmente por los pares de barras, y oscilan en los planos yzy xz a medida
gue atraviesan el espacio entre los polos o cuadrupolo (Correa Ceballos & Niessen, 2017).
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Dado que la reduccion de los voltajes se puede hacer bastante rapido en la electrénica
moderna, se pueden lograr velocidades de exploracién de hasta 10,000 m/z. (Tyler et al.,
1996). En el modo de espectro completo, el analizador de masas cuadrupolo proporciona
al menos una resolucion de masa unitaria y una determinacién nominal de masa
monoisotdpica y se puede operar con gran facilidad y versatilidad. Proporciona adquisicion
rapida de espectro a costos limitados, lo que justifica claramente su popularidad (Tyler et
al., 1996).

1.5.3 Instrumentos hibridos de cuadrupolo-tiempo de vuelo

El espectrometro de masas hibrido Q-ToF puede considerarse como un instrumento TQ
modificado, donde el cuadrupolo ha sido reemplazado por un reflector ToF ortogonal. El
primer instrumento Q-TOF disponible en el mercado se desarroll6 especialmente para
facilitar el andlisis de secuenciacion de péptidos, pero el instrumento encontr6 una
aplicaciéon mucho mas amplia, especialmente en estudios de confirmacion de la estructura
de moléculas pequefias (Morris et al., 1996). Son ampliamente utilizados en elucidacion de
estructuras, identificacion de metabolitos y secuenciacién de péptidos, ademas las

caracteristicas de fragmentacién son las mismas que en las de cuadrupolo (Xie et al., 2012).

En la elucidacién de la estructura, una ventaja significativa de Q—ToF es la capacidad de
realizar una determinacién de masa precisa (<3 ppm) tanto para los iones precursores como

para los productos (Chernushevich et al., 2001; Campbell & Blanc, 2012).

Ahora bien, existen diversas fuentes de ionizacion (Gelpi, 2002) que se clasifican
dependiendo del grado de fragmentacién que provoque en la estructura del o de los

compuestos a estudiar:

a) Técnicas de ionizacién fuerte: principalmente por impacto electrénico (El). En
ella la muestra es bombardeada con 60 eV, fragmentando completamente la
molécula. Esta ionizaciébn se encuentra presente en los equipos de
cromatografia de gases acoplada a masas (GC-MS). Una caracteristica
importante, es que se pueden hacer identificaciones con el patrén de

fragmentacion.

b) Técnicas de ionizacién suave: Generalmente producen iones que corresponden
al ion molecular y no se detectan fragmentaciones de las moléculas. Entre ellas

se encuentran electrospray (ESI), ionizacion quimica a presién atmosférica

30



CAPITULO |

(APCI) fotoionizacion a presion atmosférica (APPI), ionizacion quimica (Cl),
bombardeo atomico (FAB), ionizacion laser asistida por matriz (MALDI), etc
(Carrasco, 2012). En CL-EMAR, ESI es la fuente de ionizacion més usada, APCI
y APPI estan tomando cada vez més fuerza (lwasa et al., 2005).

1.5.4 Identificacion de compuestos polares por CL-EMAR

Durante el andlisis por CL-EMAR ocurren tres eventos importantes, el primero es la
separacion cromatografica que generalmente se realiza en fase reversa o cromatografia
liquida de interaccién hidrofilica (HILIC), luego los compuestos separados son ionizados en
la interfase a presion atmosférica (ESI, APCI o APPI), finalmente los iones son analizados
y separados de acuerdo con su relacion m/z e identificados de acuerdo a su peso molecular

de alta resolucion (Carrasco, 2012).
A) Separacion cromatografica

Para el andlisis de compuestos polares se utiliza LC de fase inversa (RPLC) con una
columna de fase reversa C18 (250x4,6 mm, 5um) o LC de interaccién hidrofilica (HILIC),

también el uso de UPLC ayuda a separar a los metabolitos de manera eficiente.

Para su separacion se presentan fases moviles compuestas de agua, un disolvente
organico (generalmente acetonitrilo o metanol) y una solucion reguladora, un 4cido o una
base. Por ejemplo, Pech-Puch y colaboradores (2016) ha utilizado agua (como fase movil
A) y acetonitrilo (como fase mavil B) grado HPLC. Generalmente, se utiliza una elucién en
gradiente de la siguiente manera: de 0—8 min, 0% a 15% B; 8-25 min, 15% a 35% B; 25-30
min, 35% a 100% B; y finalmente 30-35 min, 0% B.

B) lonizacién quimica (generaciéon del M+H+)

El nUmero de especies cargadas normalmente observadas en un espectro de ESI se refleja
en el nimero de sitios basicos en una molécula que puede protonarse a un pH bajo. El
niamero de cargas positivas que puede soportar una molécula generalmente esta
relacionado con el nimero de sitios basicos en la molécula. En modo de iones positivos el
analito se rocia a pH bajo para estimular la formacién de iones positivos (en el negativo, se

lleva arriba de su punto isoeléctrico para poder desprotonarse) (Harrison, 1992).

En ESI, se generan gotas cuando se aplica un alto voltaje a una corriente liquida, esta
técnica se conoce como electrospray y se ha venido usando desde principios del siglo XX
(Grimm & Beauchamp, 2002) Figura 1.16:
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Figura 1.16 lonizacion en ESI-MS de iones positivos. En esta técnica las gotas mas grandes
explotan en gotas mas pequefias y asi sucesivamente hasta que el analito entra en la fase gaseosa
como un ion con la ayuda de una corriente de nitrégeno en contraflujo y temperaturas hasta de
500°C. De esta manera, se produce un ion analito, que se encuentra cerca de la superficie de la
gota. Los iones recién formados o los complejos iénicos de las moléculas de analito escapan de la
mindscula gota llevando consigo una o mas cargas (Correa Ceballos & Niessen, 2017).

Después de suficientes eventos de evaporacion solvente-fision coulombica, la densidad de
carga superficial aumenta, por ejemplo, protones (H +) en ESI positivo. Debido a la
proximidad estérica de los protones de la superficie a uno o varios grupos funcionales ricos

en electrones del analito, el analito se protona (Grimm & Beauchamp, 2002).

La facilidad con que un ion analito sale de la gota se refleja en las intensidades de sefial
del espectro de masas. En general, cuanta mas pequefa sea la gota de donde escapa el

analito cargado, mas cargas tendra (Fenn et al., 1989).

En este proceso intervienen muchos factores, como la forma, el tamafio y la fugacidad de
los analitos, la fuerza i6nica y la viscosidad del disolvente. De hecho, si otras especies
iGnicas tienen mas afinidad por la superficie de la gota que las moléculas de analito, se
observa facilmente la supresién de ionizacion. La produccion de iones con carga multiple
en ESI ha sido de enorme importancia para el andlisis de macromoléculas de origen natural

y sintético (Fenn et al., 1989).

En CL-EMAR, se deben usar aditivos volatiles de fase movil porque los aditivos no volatiles
conducen a la contaminacion de la fuente de iones, la supresion de ionizacién y la formacién

excesiva de iones aductos (formados por la unién directa de dos moléculas). Con solventes
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apropiados, la mayoria de los analitos generan EE +, es decir, moléculas protonadas [M +
H] + con m/z = (M + 1) en modo de iones positivos, y también EE-, es decir, moléculas
desprotonadas [M — H] - con m/z = (M - 1) en modo de iones negativos. EI m/z de estos
iones se puede usar facilmente para determinar la masa molecular del compuesto. El modo
de ion positivo 0 negativo depende en gran medida de los grupos funcionales presentes en
la molécula, por ejemplo, se usan bases para aceptar un H + y acidos para donar un H +
(Munson, 2000).

Las moléculas pequefias, en la mayoria de los casos se ionizan bastante bien en
electrospray y normalmente muestran solo un estado de carga (M+H) 1+, haciendo la
interpretacion bastante sencilla. Por lo general, en ESI, el tipo de reaccién que carga a los
analitos es una reaccién &cido-base de Bronsted-Lowry. En ESI positivo, la ionizacion
implica una reaccién de protonacion que resulta en [M + H] + con m/z = (M + 1), por ejemplo,

una amina a un ion amonio con m/z = (M + 1) (Page et al., 2007).

La reaccion de protonacion multiple puede ocurrir, lo que lleva a [M + nH] n + con m/z (M
+n) / n). Sin embargo, las reacciones acido-base de Lewis también ocurren y conducen a
la formacion de aductos como [M + Na] + con m/z (M + 23), Los iones con carga doble
también se pueden ver en ESI positivo, por ejemplo, [M + H + Na] 2+ con m/z = (M + 24) /
2) (Page et al., 2007).

C) Determinacion de la identidad de las sefiales

Hasta aqui, se ha realizado una descripcién general de las etapas necesarias para la
determinacion de masas exactas. Ahora bien, es prudente saber interpretar la informacién

obtenida a través de los espectros de masas.

Los espectros de masas son importantes porque suministran informacion sobre la
estructura de especies moleculares, las relaciones isotopicas de los &tomos de las muestras

y la composicion cualitativa y cuantitativa de los analitos de muestras complejas.

Para efectos practicos se explicara la interpretacion de los espectros de masas obtenidos

por ESI, donde rutinariamente se muestra un solo estado de carga (M+H) +1. Figura 1.17.
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Figura 1.17 Diagrama del espectro de masas por ESI. En el eje Y (A) se representa la intensidad
relativa. Esta es la intensidad relativa al pico mas alto en el espectro (100%). En el eje X (B), es la
relacion masa/carga, m/z, es decir, si la masa de una molécula es 2000umas y la molécula posee
dos protones, su valor es igual a (2000+2) /2 = 1001. El pico mas alto (C) del espectro se conoce
como pico base. (D) Un espectro tendra un cierto nimero de recuentos asociados con el pico mas
alto del espectro. Este nimero se puede usar para medir la intensidad relativa o la concentracién del
analito. Se debe advertir que el nimero de conteo es relativo y se puede ajustar con la ganancia del
multiplicador y, estrictamente hablando, no se puede relacionar con la concentracion sin un estandar
interno. (E) todas las sefales en un espectro son solo eso, sefiales y no deben ser referidos como
iones, estrictamente hablando son sefales en un espectro (lonSource, 2005).

Después de la fragmentacion se genera una poblacién de iones con carga variable en el
proceso de electrospray. En este ejemplo, la poblacién contiene moléculas que tienen 1, 2
y 0 sitios de protonacion (la molécula no cargada no se observa porque el espectrémetro

de masas no puede influir en él y, por lo tanto, nunca llega al detector) (lonSource, 2005).

El espectro resultante contiene especies con una o dos cargas, Figura 1.18. La intensidad
de los picos es un reflejo de la estabilidad de los iones generados durante el proceso de
ionizacion por ESI. Se ha utilizado informacion de abundancia maxima en estudios de
plegamiento de proteinas donde los principios que aplican son: cuanto mas se pliega una
proteina, mas dificil sera protonarse y luego se deduce que a medida que se despliega una
proteina, la distribucion maxima puede cambiar a través de un espectro que posiblemente

favorezca a las especies mas cargadas (lonSource, 2005).
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Figura 1.18 Ejemplo de un espectro en ESI con diferentes protonaciones. Antes de determinar
la masa del compuesto a partir de los picos en el espectro, se debe determinar el estado de carga
de las dos sefiales. Se puede suponer que las sefiales observadas en un espectro estan
relacionadas y luego derivar la relacién. Una supaosicion es que las dos sefiales adyacentes son del
mismo compuesto y difieren en una sola carga (lonSource, 2005).

Una vez que se determina el estado de carga de un pico, se puede calcular una masa y
para obtener una evaluacidon mas precisa de la masa, se promedia la masa calculada para
cada pico. La mayoria de los paquetes de software de electrospray estan configurados para
hacer este calculo: Estado de carga +1, Calculo: (379.2-1)* 1= 378.2. Estado de carga +2
(190.2-1)* 2= 378.2. Promedio: 378.2 (lonSource, 2005).

Es muy frecuente la construccion de bibliotecas de espectros de masas y de los pesos
moleculares de alta resolucion que permiten la identificacidn casi inequivoca de cualquier
compuesto por comparacion en librerias comerciales como Metlin, ANTIBASE, MarinLit,
entre otras, o de acceso libre: Chemspider, Tox3D, PubMed, algunas de ellas emplean el
uso de patrones de fragmentacion, por lo que es importantes contar con un equipo que

pueda realizar estudios de masas en tandem (lonSource, 2005).

Es importante tener en cuenta que los espectros con cuentas menores a 1.0X10°no son
tan confiables para interpretar, si el espectro tiene cuentas mayores serd una sefial

respetable y confiable (lonSource, 2005).
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Parte de lo que hace que LC/MS sea tan poderoso es la correlacion de la masa y el tiempo
de retencion de LC. Si el tiempo de retencion de una molécula se ha caracterizado
previamente, esta informacion puede vincularse con la informacion de masa para una
identificacion positiva. Es recomendable modificar la molécula para ver si se puede
modificar la masa. Si es una molécula pequefia, una derivatizacion del compuesto

desconocido cambiara la masa segun lo predicho (lonSource, 2005).

1.6 Justificacion

El proyecto basa su originalidad en la exploracibn de monoaminas y neurocompuestos
dentro del veneno del pulpo Octopus maya y su papel en la depredaciéon de presas tipicas
como crustaceos. En este sentido, se ha obtenido evidencia preliminar a partir de diversos
métodos de obtencion, extraccién y analisis de compuestos presentes en el veneno de
Octopus maya, y su efecto neurotéxico ex vivo, que sugiere esta mediado por
neurotransmisores y neuropéptidos, sin embargo, hasta la fecha la identidad de estos

neurotransmisores se desconoce.

En conjunto, el estudio de estas moléculas, empleando tecnhologia de alta resolucion
durante la separacion cromatografica y usando equipo analitico altamente sensible (p.e.,
Cromatografia de Liquidos acoplado a Masas de Alta Resolucion (CL-EMAR)), se obtendra
informacién sobre las herramientas quimicas que emplea O. maya en la depredacion, lo

cual representa parte importante de su ecologia.

1.7 Hipétesis
Si el veneno de Octopus maya tiene efectos neurotdxicos sobre crustaceos, entonces

dichos efectos son mediados por neurotransmisores.

1.8 Objetivos
1.8.1 Objetivo general

Identificar los neurotransmisores presentes en la saliva del pulpo rojo Octopus maya y

reconocer su funcion en el sistema nervioso de crustaceos.
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1.8.2 Objetivos especificos

e Generar un extracto mediante un método general (acuoso) y selectivo (MeOH/HCI) a
partir de las GSP’s de la pesqueria de Octopus maya.

e Obtener la saliva ex vivo de Octopus maya.

e Evaluar fracciones generadas a partir GSP’s y saliva ex vivo de Octopus maya en un
bioensayo con el cangrejo O. quadrata.

e |dentificar a los neurotransmisores presentes en los extractos y fracciones generadas
de las GSP’s y saliva ex vivo de Octopus maya por estudios dirigidos y no dirigidos de
CL-EMAR.
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CAPITULO I
Il. MATERIALES Y METODOS

2.0 Area de colecta

Las GSP’s fueron colectadas manualmente de pulpos de sexo indistinto que ingresaron a
la Sociedad Cooperativa “Riberefios de Sisal.” S.A de C.V en el puerto abrigo de Sisal,
Yucatéan, producto de la pesca local. El &rea de pesca abarca desde la localidad conocida
como la bocana (la carbonera) hasta Celestun, Figura 2.1. Los pulpos fueron capturados

mediante el arte de pesca artesanal conocido como “jimba y gareteo”, Figura 2.2.

La carbonera

Figura 2.1 Area de colectadel pulpo Octopus maya por pescadores riberefios de Sisal. Imagen
tomada de Google Earth (s.f).
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Figura 2.2 Arte de pesca del pulpo en la peninsula de Yucatan. La técnica conocida como
“Gareteo” es la mas numerosa, opera en todo el litoral de Campeche, Yucatan y norte de Quintana
Roo. Estas embarcaciones miden entre 5.5y 9.0 m de eslora y llevan a bordo entre uno y dos alijos
(embarcaciones de 3.0 m de eslora). La capacidad maxima de almacenaje de esta flota es de 0.5 t
y pueden llevar a bordo de dos a cuatro pescadores. Los viajes tienen una duracién de un dia, con
excepcion de algunas embarcaciones de 9.0 m de eslora, cuya autonomia puede ser hasta de tres
dias (Voss & Solis Ramirez, 1966). Imagen tomada de Galindo-Cortes (2014).

2.1 Obtencion de las glandulas salivales posteriores

Se visitaron las bodegas de la cooperativa para obtener acceso a los pulpos eviscerados
de los cuales se retiraron las GSP’s y se transfirieron a frascos ambar (previamente
pesados), luego fueron transportados al Laboratorio A de la Unidad de Quimica en Sisal;

donde se pesaron y congelaron.

El metabolismo del tejido se suspendié congelandose a -70°C en un ultracongelador
REVCO lo mas rapido posible para evitar y minimizar la degradacion y oxidacion de los
compuestos presentes y evitar falsos positivos durante el andlisis de datos (Lauridsen et al.,
2007). Posteriormente, las GSP’s fueron liofilizadas en el laboratorio a -45°C/0.200mbar

para su conservacion.
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2.2 Generacion de los extractos de las glandulas salivales posteriores de O.
maya

Para la extraccion de neurocompuestos fue necesario seguir dos estrategias. En la primera,
se siguié el método general de extraccion de acuerdo con Pech-Puch y colaboradores

(2016) donde solo se utiliz6 100% de agua ultrapurificada.

Para la segunda extraccion se realiz6 una busqueda sistemética en la literatura en aras de
encontrar un método adecuado para la extraccion de neurocompuestos. De la basqueda,
se selecciond el método reportado por Conlon (1997), ya que se emplea para separar
neuropéptidos de los tejidos. EI método utiliza metanol acidificado con &cido clorhidrico
0.8M. Parte importante de este método es que facilita la identificaciébn de neurocompuestos
como neuropéptidos (10-150 aminoacidos aproximadamente) que a menudo se producen

por escisién de proteinas precursoras mas grandes (Figura 2.3).

| i

| Metanol acidificado con HCl 0.8M | ‘ Extracto acuoso }

Membrana de ultrafiltracion ~3kDa MW ‘

Frac. Neurotoxica ~ 3kDa

Frac. Neurotoxica ~ 3kDa
Derivatizacion BzC|

EFS C18-U
| |
[ 95:5 | [ 90:10 | SRS L
M-ICF l

(955 ] [ 90:10 M 60:40 (xci a0omm) 20:60 (kcl 200Mm)
1%NH40H 2%NH40H l
l l Seq via CL-EMAR

Seq via CL-EMAR Seq via CL-EMAR Seq via CL-EMAR

EFS-ICF

Figura 2.3 Esquema de trabajo para la obtencién de fracciones activas. Para la obtencién de
neurocompuestos, se siguieron dos diferentes tipos de extraccion a partir de las GSP’s (glandulas
salivales posteriores) de Octopus maya. Del lado izquierdo de la imagen, se utiliza metanol
acidificado con &cido clorhidrico al 0.8 M para obtener una fraccion neurotéxica menor a 3 KDa,
posteriormente la fraccion es separada en cartuchos de extraccién de fase soélida (EFS) C18 e
intercambio catidénico fuerte (ICF) e inyectada en el equipo CL-EMAR para su identificacion
molecular. Del lado derecho, se usa agua como extraccién general y se utiliza una membrana de
corte molecular de 3 KDa para obtener una fraccién neurotdxica, la cual se derivatiza con cloruro de
benzoilo (BzCl) y es analizada via CL-EMAR. La fraccion neurotdxica que no se derivatiza, es
separada en cartuchos de extraccion de fase solida C18 e intercambio cationico fuerte y luego se
inyecta en el equipo CL-EMAR para su identificacion molecular.
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2.2.1 Extraccion acuosa de las glandulas salivales posteriores de O. maya

En un mortero se molieron 50 g de GSP’s liofilizadas a polvo fino. En un vaso de
precipitados de 2 L se pesaron 25 g de polvo de GSP en una balanza granataria. El vaso
se coloco en un bafio de hielo en una plancha de agitacion magnética y se adicioné agua
MilliQ (8 mL/gr de GSP). El sistema en agitaciébn magnética se mantuvo constante por 1 h
a 4°C. Posteriormente la suspension generada se centrifugé en una centrifuga Hettich
modelo universal 320, a 5,000rpm durante 20 minutos para recuperar el sobrenadante, el
cual se colocé en hieleras de plastico para su posterior congelacion a -70°C. El
sobrenadante generado se liofilizé a -45°/0.200 mmHg, el sélido recuperado se peso y se

calcul6 el rendimiento.

2.2.2 Obtencién de la fase neurotdxica de las GSP’s de O. maya mediante
ultrafiltracion

Para separar la fase metabdlica (> a 3 kDa) de la neurotoxica (< a 3 kDa), se utilizaron
membranas de ultrafiltracion (Amicon, Millipore) con corte molecular aproximado a ~3 kDa
(Pech-Puch et al., 2016). Para ello se disolvieron 25 g del extracto acuoso de las GSP’s en
la minima cantidad de agua MilliQ, y se transfirieron a una celda de 50 mL Amicon. La celda
es montada sobre una plancha con agitacién magnética, aplicando presiéon con nitrdgeno
(60 PSI) para llevar a cabo la ultrafiltracion. El ultrafiltrado se colectd en un tubo falcén en
hielo (4°C), después de terminar la separacion, se ultracongeld a -70 °C y el tubo se liofilizo,
se peso y se calculd el rendimiento. La fraccion neurotdxica generada se evalué en el

bioensayo con Ocypode quadrata para asegurar la presencia de actividad.

2.2.3 Separacion del extracto neurotoxico por extraccion de fase solidade fase
reversa

Para eliminar la cantidad de sales y realizar la separacion por polaridad, se decidié emplear
un cartucho de extraccién de fase solida (EFS) de fase reversa C18-U (55um, 70 A, Strata
C18-U, Phenomenex®). Para ello, se tom6 un gramo de la fraccion neurotéxica acuosa y
se disolvié en 8 mL de agua MilliQ para después ser aplicada en el cartucho previamente
acondicionado (el cartucho se lavé con metanol y se acondicion6é agua, 5 mL de cada
disolvente). El cartucho con la muestra se lavd con agua tres veces (para eliminar la mayor
cantidad de sales, 5 mL en cada aplicacion). La muestra se eluyé con un gradiente de agua:
acetonitrilo (5 mL de cada fraccion utilizada) a una velocidad moderada y constante (Cuadro
2.1).
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Cuadro 2.1 Cuadro de la composicion del gradiente utilizado para separar a la fraccion neurotoxica
acuosa utilizando cartucho C18 de fase reversa.

Fraccion Fase mévil H20-ACN
F-1 95-5 %
F-2 90-10 %
F-3 80-20 %
F-4 60-40 %
F-5 40-60 %

Las fracciones fueron colectadas en frascos ambar previamente pesados y rotulados.
Después se evaporo el acetonitrilo de las muestras en un rotavapor (BUCHI R-215), se
congelaron y finalmente se liofilizarén. El solido obtenido se pesé y se determind el
rendimiento, para enseguida evaluar su actividad neurotéxica en el bioensayo sobre O.
guadrata (vide infra, pag., 44). Las fracciones fueron inyectadas en el equipo CLAR para
determinar su complejidad quimica a través de las sefiales que aparecen en el

cromatograma (vide infra, pag. 44).

2.2.4 Separacion del extracto neurotdoxico por extraccion de fase solida de
intercambio cationico fuerte

Las fracciones bioactivas de la SEFS de fase reversa fueron aplicadas a un cartucho de
SEFS de intercambio catiénico fuerte (ICF, cartucho Strong Cation Xchanger SCX-Strata,
1g/6mL, Phenomenex). El cartucho se lavd previamente con MeOH y se acondiciond con
TFA al 10% en agua (5 mL respectivamente). La muestra de 1 gr se disolvié en la minima
cantidad de TFA al 10% en agua y se aplico en el cartucho, seguido de dos lavados con
agua y uno con HCI 0,1N en agua y luego con HCI 0,1 N en MeOH (5 mL de cada una). Las
fracciones se eluyeron con 1% (F-1a) y 2% (F-2b) de NH,OH en MeOH vy se llevaron a
sequedad mediante rotaevaporador, pesando y calculando el rendimiento de las fracciones.
El analisis se llevdé a cabo por CLAR en una columna de fase inversa. Finalmente, las

fracciones se sometieron al bioensayo ex vivo en O. quadrata.
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2.2.5 Extraccion con metanol acidificado de las glandulas salivales
posteriores de O. maya.

Para la extraccion selectiva de neurocompuestos, se utilizo la técnica descrita por Conlon
(1997). Para ello, se tomaron 25 g de GSP liofilizadas y molidas a polvo fino, las cuales se
extrajeron (8mL/g) con metanol acidificado y acido clorhidrico 0.8M (3:1), en agitacion
magnética durante 20 min. El extracto gelatinoso se centrifug6 a una velocidad de 5,000rpm
durante 15 minutos, se evaporé el metanol y se volvio a centrifugar con las mismas
condiciones. Se recuperé el sobrenadante en frascos ambar de 5 mL previamente pesados.

Se llevaron a ultracongelacion y finalmente se liofilizarén calculando sus rendimientos.

2.3 Evaluacion de la actividad neurotéxica de los extractos generados sobre
en Ocypode quadrata.

El efecto de los extractos generedos y de las fracciones obtenidas de la separacion de
ambas extracciones, se evalud sobre el cangrejo Ocypode quadrata mejor conocido como

cangrejo fantasma, Figura 2.4 el cual fue colectado en las playas de Sisal, Yucatan con un

peso aproximado de 15 gramos.

Figura 2.4 Ocypode quadrata. Se colectaron cangrejos de la especie Ocypode quadrata, mejor
conocido como cangrejo fantasma en las playas del Puerto de Sisal, con la intencién de inyectar al
cangrejo con las soluciones y fracciones obtenidas de las GSP’s del pulpo rojo.
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Soluciones: Se pesaron 4mg de la fraccion a evaluar y se diluyeron con 1mL de solucion
salina isotonica. Para el control negativo, se inyectd el mismo volumen (100uL) de solucion

salina isotdnica.

Evaluacién: Para cada fraccion obtenida, se colectaron dos ejemplares de Ocypode
guadrata, a uno se le inyecto el control negativo y al otro ejemplar se le inyecto la fraccion
a evaluar. Las inyecciones de las soluciones se realizaron sobre la membrana artrodial en
el tercer pereidpodo con una jeringa de insulina (1°¢/mL 29G x %2”, 13 x 0.33mm). Posterior
a la inyeccion, se tomé evidencia videografica del comportamiento del cangrejo durante los
primeros 30 minutos, tomando como reacciones positivas la relajacion de los pereiépodos,

contracciones, temblores involuntarios, defecaciones y cambios en la postura.

2.4 Cromatografia liquida de alta resolucién en fase reversa

Los extractos obtenidos se analizaron mediante CLAR de fase reversa, en aras de conocer
su perfil cromatografico y observar su complejidad. El analisis fue realizado en un equipo
CLAR Varian Polaris 211 con dos bombas, Inyector automatico 311, Detector de UV 315
(Figura 2.5, A) y un detector de difraccion de luz (Figura 2.5, B) en condiciones de

evaporacion (DELD, ELSD en inglés Evaporative Light Scattering Detector, Polymer ICE).
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Figura 2.5 Imagen A: Equipo de cromatografia liquida de alta resolucion. Imagen B: Detector de
difraccién de luz en evaporaciéon (DELD, universal) empleado para la deteccion de compuestos
organicos).
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Se empleé una columna Luna C18 (250 X 4.5mm, 5 um de tamafio de particula,
Phenomenex Inc, USA), en condiciones analiticas, detectando a 215nm (UV) y en el
detector DELD (con las condiciones siguientes: temperatura de nebulizacion de 40°C,
temperatura de evaporacion de 80°C, con flujo de nitrégeno de 1.6mL/min); se inyectaron
20pL de muestra a una concentracion de 2mg/mL.

Para la separacién se utilizaron varios gradientes. Las fases méviles consistieron en agua
con 0.1% TFA como fase movil A y acetonitrilo como fase movil B, en un gradiente de 0O-
40% de B en un tiempo de 25 min de analisis y posteriormente de 40 a 100% en 2 minutos,
para que transcurridos 5 minutos, regresar a la condicién inicial (100% de A). Método

titulado como “Pulpo_analitico 1. METH”.

2.5 Derivatizacién con BzCl

Con el fin de disminuir la polaridad de los neurotransmisores presentes en el extracto
acuoso, y asi retenerlos en la columna durante el andlisis, la muestra se derivatizé con
Cloruro de benzoilo (BzCl, Sigma Aldrich) y posteriormente se analizé por CL-EMAR (Wong
et al., 2016).

Una de las ventajas de derivatizar con BzCl es la adicién de un grupo fenilo a los analitos
polares que aumenta su retencién en columnas de fase reversa, mejorando asi la
resolucion y aumentando la sensibilidad para detectar facilmente los compuestos (1000
veces de incremento de la sefial). Ademas, el BzCl deriva aminas (primarias y secundarias)
y en comparacién con otros derivatizantes (por ejemplo, cloruro de Dansilo) reacciona mas
rapido a temperatura ambiente, es menos propenso a la degradacién y los productos
derivatizados son estables hasta por una semana. Los reactivos para las derivatizaciones
fueron: BzCl al 2% con acetonitrilo (grado CL-EMAR) para reducir el contenido orgénico y

reducir el ensanchamiento de las sefales.

Estandar de calibracion. Se prepard un estandar con los aminoacidos y precursores de
aminas biogénicas: Tau 1.5mM, GABA 0.9mM, Phe 1.2mM, His 0.9mM, Ser 0.9mM, Gly
1.3mM, Arg 0.9mM, GIn 1.3mM, Asp 1.5mMy Glu 1.3mM.
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Procedimiento. El estandar y la fraccion neurotéxica se derivatizaron de acuerdo al
esquema de la Figura 2.6:

Derivatizacion con BzCl

— REACTIVOS PARA LA DERIVATIZACION

20uL

Agitar después de

10mL de K,CO, cada adicién

(100mM)
Se agregan 10pL del buffer K,CO; (100mM) a 20pL del analito en un

tubo eppendorf de 200uL (se agita), después se mezclan y se agitan
junto con 10uL del BzCI 2% (con ACN) en vortex durante 30 segundos.

_ i Bl

10uL

1mL BzCl
Se deja a temperatura ambiente por unos minutos y finalmente se al 2%
agregan 50ul de H,0 (nuevamente se agita de 1—2 minutos).

50puL de H,0

TyeA
T YA

La identificacion de los compuestos derivatizados seran analizados en
el equipo CL-EMAR en una columna de fase reversa 18 1.7um.

 C—

90pL de muestra total.

Figura 2.6 Esquema usado en la derivatizacion de la fraccidon neurotdéxica generada a partir de
las GSP. Diez pL de carbonato de potasio (K2CO3z 100mM) se transfirieron a un inserto de vidrio de
400 pL colocado en un vial para automuestreador de 9 mm, enseguida se adicionaron 20 pL de
estandar o de la fraccidon neurotéxica (10 mM 6 10 uymoles/mL, respectivamente), y enseguida se
adicionaron 10 pL de BzCl (2% en acetonitrilo). Después de agitar la muestra con vortex, se
adicionaron 50uL de agua (grado CL-EMAR). En cada paso se realiz6 una agitacion de 30 segundos
a 1 minuto con un vértex (Thermo scientific maximix II).

Para determinar la presencia de los neurotransmisores presentes, se realizé un estudio de
CL-EMAR dirigido con los estandares de aminoacidos para determinar el peso molecular
de alta resolucion y el tiempo de retencion, comparando los resultados con los reportados
en la literatura (validacion del método). Alternativamente, se desarrollé un estudio de CL-
EMAR no dirigido para anotar (identificar) a los posibles neurotransmisores presentes en la

fase neurotdxica, dado que no se cuenta con el estandar.

Para el estudio no dirigido, fue necesario construir una base de datos con las 64 moléculas
reportadas (Wong et al., 2016)., Cuadro 2.2. Para ello, cada molécula derivatizada se dibujo
en el programa Chemsketch (ACDLabs Inc, 2019, freeware) y de la estructura el programa
calcula la masa monoisotopica de cada compuesto, y el pseudo i6n molecular protonado
[M+H]+, resultado de la ionizacion por ESI. También, se tomaron en cuenta los tiempos de

retencion reportadas por (Wong et al., 2016).
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La base creada fue utilizada en el programa PCLD implementado en MassHunter B 6.01
(Agilent Tech, USA) para ayudar en la identificacion de los neurotransmisores presentes en
las muestras analizadas por el equipo Agilent 6545 QToF. Esta base fue creada en Excel
(formato valores separados por comas, CSV), empleando las estructuras derivatizadas de
64 neurocompuestos, junto con sus pesos moleculares de alta resolucién, que en lo posible
deberan coincidir con los analizados en el equipo CL-EMAR, Figura 2.7. Para la
identificacion de los compuestos se emple6 un criterio de 3 ppm 0 0.001 u.m.a, que consiste
en una de las caracteristicas principales del equipo: su alta resolucién (tercera cifra

significativa del peso molecular de alta resolucién).

Cuadro 2.2. Parte de la base de datos creada en el programa Chemsketch; del programa se
obtiene la férmula del compuesto, su especie reactiva y su masa monoisotépica Calc. (Calculada).
Los tiempos de retencién son tomados del estudio de Wong et al., 2016.

Masa
monoisotopic
Compuesto Férmula T.R(min) a Calc. Especie reactiva
Bz-Cys  C17H15NO4S 11.64 330.0464 [M + H]+
Bz-KA C17H11NOA4 11.78 294.0761 [M + H]+
Bz-Spd C28H31N303 12 458.2438 [M + H]+
Bz-PhEt C15H15NO 12.23 226.1226 [M + H]+
Bz-NAS C19H18N203 12.39 323.139 [M + H]+
Bz-5HTOL C17H15NO3 12.73 282.1124 [M + H]+
Bz-HCY C18H17NO4S 13 344.0951 [M + H]+
Bz-HCA C11H13NO6S 13.13 288.0536 [M + H]+
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Figura 2.7 Algunas de las estructuras de los neurocompuestos obtenidas en el programa
Chemsketch. Del programa se obtienen las estructuras de los 64 compuestos derivatizados,
calculando asi su masa. En rojo se presenta la fragmentacién de la molécula y el ion identificador de
cada analito.

2.6 Saliva ex vivo de las GSP’s de Octopus maya

Se consiguieron 6 pulpos rojos de sexo indistinto de la unidad multidisciplinaria de docencia
e investigaciéon de Sisal UNAM donados por el Dr. Carlos Rosas Vazquez. Cada pulpo fue
colocado en un bafio de hielo acuoso durante 30 minutos para sedarlo, después se
transfirieron a en una bandeja de diseccion. Posteriormente los animales fueron
sacrificados por una incision dorsal entre los ojos y el manto de pulpo. Luego, se retiré el
es6fago y el seno venoso por encima de las GSP’s. Las GSP’s se liberaron
cuidadosamente de las cuatro arterias que estan conectadas a ellas. El conducto comun se
cortd junto con las glandulas salivales, Figura 2.8, las cuales fueron estimuladas con un par
de cables conectados a una bateria de 9V. La secrecion se vertié en un vial (previamente
pesado) sobre hielo, Figura 2.9, y se conservé en un ultracongelador a una temperatura de
-70°C (REVCO, thermo-Science, EE. UU.). Este procedimiento se realiz6 para recolectar al
menos 50puL de saliva ex vivo en un solo vial. Posteriormente se centrifugé a través de una
membrana de ultrafiltracion (Amicon, Millipore) con un corte de peso molecular de 3kDa
(MWCO) a una velocidad 5,000rpm durante 30 minutos.
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Elfiltrado (< 3kDa) se liofilizo, peso y reconstituy6 en agua grado LC-MS, luego se derivatizd
con BzCl (vide supra, pag 45) y se obtuvo su perfil cromatogréfico por CL-EMAR.

vena cefalica glandula salival posterior

estomago - 6 N musculo bucal
saco de la tinta ' ‘

oviducto proximal
glandula oviductal

oviducto distal

corazon branquial
Figura 2.8 Esquema de un pulpo sefialando la glandula salival posterior (Ortiz & Ré, 2014).

Figura 2.9 Imagen de las gldndulas salivales posteriores disectadas de O. maya junto con la bateria
para estimular al tejido en la obtencion de la saliva ex vivo.
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2.7 Estudios no dirigidos por CL-EMAR para identificar a los
neurotransmisores presentes en las GSP’s del pulpo rojo.

Una vez aisladas las fracciones activas se realizaron estudios de CL-EMAR (LC-HRMS
siglas en inglés) que se llevaron a cabo en el Centro de Investigacion de Ciencia y
Tecnologia Aplicada de Tabasco (CICTAC) de la Universidad Juarez Auténoma de
Tabasco, del cuerpo académico de Quimica Organica, bajo la direccion del Dr. Fernando
Roa de la Fuente.

Mediante los estudios de CL- EMAR, se obtuvieron los pesos moleculares de alta resolucién
y el tiempo de retencion de las sefiales de los extractos activos, los cuales fueron
comparados con la base de datos para validar la identificacion de los neurocompuestos

presentes.

Para los estudios se utilizé un equipo de cromatografia Agilent 1200 acoplado a un detector
de masas Agilent 6545 QToF, que tiene un analizador de masas hibrido con un cuadrupolo
(Q) y un tiempo de vuelo (time of flight, ToF en inglés). La ionizacion de la muestra se realizé
por Electrospray en modo positivo (ESI), con las condiciones que se presentan en la Cuadro
2.3. Todo el sistema fue manejado con el software MassHunter B 06 con los mdédulos

Qualitative analysis, PCLD (database), implementado en el sistema operativo Windows 7.

Cuadro 2.3 Condiciones de andlisis para el sistema ESI CL-EMAR Agilent 6545 QtoF.

Céamara de ionizacion Eletrospray (ESI)
Temperatura de la cAmara de ionizacién 350°C
Voltaje de capilar 3500Kv
Intervalo de masas 50-2,500u
Lock Spray Triazina, Agilent
Masas de referencia de Lock Spray 922.0098 Da (Una carga)
Fragmentador 175 Kv.
Deteccion de iones Positivos
Resolucion 20,000

La separacion se realizé en una columna de fase reversa C18 (ACQUITY UPLC BEH,
2.1X100mm, 1.7um), a 35°C. La fase movil fue agua con 0.1 % de acido férmico (fase movil
A) y acetonitrilo con 0.1% de acido férmico (fase mévil B) en un gradiente de 3-60% de B
en 25 min, 60-97% B en 30 Min. Para regresar a la condicién original en 35 minutos, con

un flujo de 0.1mL/m.
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[ll. RESULTADOS

3.0 Generacioén del extracto neurotoxico de las GSP por extraccién acuosa
Se colectaron 350g de GSP’s y se liofilizaron 100g. El liofilizado total fue de 25g de GSP’s.
Después de la extraccion acuosa y la ultrafiltracién, se obtuvieron 4.20g del extracto
neurotoxico. De esta fraccion se pes6 un gramo y se llevé a la separacion por EFS C18,
recolectando las fracciones 95:5 y 40:60 (agua-acetonitrilo) con un peso de 18.6 mgy 14.16
mg respectivamente. Los datos se presentan en la Cuadro 3.1.

Cuadro 3.1 Datos del rendimiento y actividad de las fracciones separadas mediante la extraccion
acuosa de las GSP’s de Octopus maya.

SEFS-C18- | SEFS-C18-
Muestra GSP’s Liofilizado | Extracto crudo 95:5 40:60
Extracto utilizado 3509 100 g 25¢ 1lg 1g
Extracto final 100 25¢ 4209 18.6 mg 14.16 mg
Rendimiento (%) 28.57 25 16 1.86 1.41
Actividad Nd Nd Activo Activo Activo

*Nd = No determinado.

Los efectos visuales del extracto neurotéxico sobre Ocypode quadrata se presentan en la

Figura 3.1, antes y después de la actividad. El control negativo fue una solucién salina

isotonica.

Figura 3.1 Actividad de la fase neurotdxica acuosa sobre O. quadrata. (A) Cuando se inyecta la
solucion salina isotonica sobre Ocypode quadrata, presenta una posicion corporal de defensa con
sus quelas en posicion de ataque. (B) Cuando se inyecta la fraccién neurotdxica, el crustaceo
permanece sin movimientos, en estado de relajacion sobre sus pereiépodos y primer par de quelas.
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Los efectos de la actividad del extracto neurotoxico acuoso en funcién del tiempo se
muestran en la Cuadro 3.2.

Cuadro 3.2 Efectos de la fase neurotéxica en O. quadrata. Durante los primeros 10 minutos la
presa experimentd temblores, contracciones, salivacion y relajacion, los cuales desaparecen
después de 20 minutos.

Tiempo 5 10 15 20 25 30
Efectos minutos  minutos minutos  minutos minutos minutos
Paralisis X X

Temblores X X X

Movimientos

involuntarios X X X
Salivacion X X
Defecaciones X
Contracciones X X X X
Relajacion X X X X X

Para verificar que los efectos registrados correspondieran Unicamente a la accién
neurotdxica y no a la accién enzimatica, se indujo la muerte de un cangrejo después de dos
horas (tiempo suficiente para que las enzimas digestivas hagan su trabajo) para disectarlo
y observar el estado de sus 6rganos internos. Como se aprecia en la Figura 3.2, no hay
sefiales de digestion, los érganos estan intactos, por lo que la actividad solo corresponde a

la fraccion neurotdxica.
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Figura 3.2 Imagen de la diseccion de Ocypode quadrata post-inyeccion de la fraccion
neurotéxica acuosa. Después de 2 horas el organismo fue sacrificado y su exoesqueleto se retird
para poder visualizar los 6rganos internos, los cuales se muestran sin ningin dafo debido a la
ausencia de enzimas digestivas en la fraccion evaluada.
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Una vez demostrada la actividad de la fraccion neurotoxica (< a 3KDa) generada mediante
extraccién acuosa, se determin6 su perfil cromatografico, para analizar la complejidad y
polaridad de las moléculas, por lo que se inyecto la muestra en el sistema CLAR. En la
Figura 3.3 se presenta el cromatograma generado. Como se esperaba, el cromatograma
presenta 6 sefiales principales, como lo reporta Corona (2016).

25003 mAU

il 2 4 & i 10 12 14 18 18 20 2 24 26 i} 30

Figura 3.3 Cromatograma de la fraccion neurotdéxica acuosa en CLAR de fase reversa. El
cromatograma muestra diferentes sefiales, sobre todo a partir del minuto 12 al 17, lo que indica que
se trata de una mezcla de compuestos con diferentes polaridades. Columna Luna C-18 en fase
reversa. Condiciones de analisis: Pulpo_Analitico 1. METH.

3.1 Identificacion de los neurotransmisores presentes en extracto neurotéxico
acuoso por CL-EMAR

3.1.1 Validacién rapida del método de analisis

A fin de corroborar los tiempos de retencidén y la masa de alta resolucién en el sistema
Agilent 6545 contra los reportados en la literatura (Wong et al., 2016), se analiz6 una
solucion estandar con 9 aminoacidos derivatizados: arginina, histidina, serina, glutamina,
aspartato, glicina, glutamato, GABA y fenilalanina (precursores de neurotransmisores) y dos

neurotransmisores: serotonina (ya reportado en la saliva del pulpo rojo) y taurina.

En la Figura 3.4 se visualiza el cromatograma obtenido de la solucién estandar
(Cromatograma de todos los iones, TIC en inglés). De este cromatograma se extraen las
sefales que corresponden a la masa molecular de alta resolucién de los neurotransmisores

de la solucion estandar.
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Figura 3.4 Cromatograma del estandar de aminoacidos derivatizados con BzCl y analizados
por CL-EMAR. Las condiciones fueron en fase reversa (Columna C18 Acquity uplc beh, 2.1x100mm,
1.7um).

Asi, en la Figura 3.5 se presenta el cromatograma que corresponde a la serotonina
biderivada y en la Figura 3.6 se presenta su espectro de masas. De manera analoga se
buscaron los 11 estdndares inyectados en el sistema CLAR, los resultados obtenidos para

todos los compuestos se presentan en la Cuadro 3.3.

)";

Figura 3.5 Cromatograma del estandar de serotonina biderivada. El circulo sefiala la
identificacion de la serotonina. Columna de fase reversa C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7pm).
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Serotonina biderivada (C24H20N203)
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[M+H]+ Calc. = 385.1455 Da

[M+H]*

Det. = 385.1455 Da

Figura 3.6 Espectro de masas del estandar de serotonina biderivada con cloruro de benzoilo

(Bz2-5HT). Se muestra la estructura del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado,
Calc. = calculado. El circulo en el espectro sefiala el peso molecular determinado. Fuente de

ionizacion ESI.

Cuadro 3.3 Se enlistan los 11 neurocompuestos de la solucién estandar derivatizada e
inyectada en el equipo CLAR. Los tiempos de retencion (RT) exp. (experimental) son los obtenidos
durante el andlisis en el sistema Agilent 6545, mientras que los RT Lit (literatura) son los obtenidos
en el estudio de Wong et al., 2016. Se escribe también la masa monoisotépica determinada en CL-

EMAR.
Compuesto RT(mMin)exp RT(min)cit Masa monoisotopica Det.
Bz-Taurina 12.38 2.48 230.0481
Bz-Arginina 13.54 2.58 279.1451
Bz-Histidina 12.45 2.61 260.1029
Bz-Serina 13.37 2.71 210.076
Bz-Glutamina 13.47 2.72 251.1026
Bz-Aspartato 14.25 2.98 238.0709
Bz-Glicina 14.27 3.10 180.0655
Bz-Glutamato 1041 3.10 252.1099
Bz-GABA 15.61 3.85 208.0962
Bz-Phe 21.49 9.67 270.1124
Bz,-Serotonina 18.8 15.46 385.1455
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3.1.2 Analisis de los neurotransmisores presentes en la fraccion neurotdxica
acuosa

La muestra activa del extracto neurotdxico se derivatiz6 con cloruro de benzoilo y se analizé
en el sistema CL-EMAR, el cromatograma obtenido se presenta en la Figura 3.7. La
basqueda de los neurocompuestos se realiz6 utilizando el programa Qualitative Analysis,
empleando la base de datos generada. Adicionalmente, se realiz6 una bisqueda manual,

extrayendo la masa de alta resoluciéon [M+H]+ del cromatograma. Los resultados, se
detallan en la Cuadro 3.4.

107 |+ESIBPC Scan Frag=175.0V Extracto crudo acuso menor a 3Kd.d
1.6+
19 Gln
3 ' Gly
124 ‘ Ser 0A l g

] ACH GABA Phe
11 ASp |

1 Tau f
09 ‘ His | ‘
07 | Gl A e

- |

06] | | fem| SHT | 11
05 | |
0.4 l ! N | | “ |
03 . ol \
0.24 ‘I | \‘ of |1J 1 ‘ ‘ ‘
0.14 i . I'n‘._"}'l‘."* Vol - ‘f” ,‘.“Iql‘ AL
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Counte ve_ Acauicition Time (min)

Figura 3.7 Cromatograma del andlisis mediante CLAR del extracto neurotoxico acuoso
derivatizado con BzCl. La identificacién de los heurocompuestos se realiz6 mediante la extraccién
de los iones de peso molecular en el programa MassHunter. La flecha indica la sefial y el tiempo de
retencion donde eluye las moléculas (ACh, acetilcolina; Glu, glutamato; Tau, taurina; His, histidina;
Arg, arginina; Ser, serina; Gln, glutamina; Gly, glicina; Asp, acido aspartico; Agm, agmatina; GABA,
acido gamma-aminobutirico; 5HT, serotonina; Phe, fenilalanina; 5HTP, hidroxitriptéfano y Oa,
octopamina). Columna de fase reversa C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).

Por medio del estudio dirigido en CL-EMAR, se identificaron 11 neurocompuestos (3
neurotransmisores y 8 aminoacidos), de ellos Tau, GIn, Asp y GABA se reportan por primera
vez. La identidad se logré mediante la comparacion del tiempo de retencién (RT) y del ion
molecular de alta resolucion [M+H]+, con los determinados en el estdndar analizado
previamente. Los datos se presentan en la Cuadro 3.4.
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Cuadro 3.4 Moléculas detectadas en la fraccién neurotdxica acuosa del ensayo dirigido. Se
escriben los RT (tiempos de retencion) Det. (determinado) y Calc. (calculado) junto con sus masas
mono isotépicas de los iones moleculares. Se aprecia que las masas monoisotépicas calculadas
(Calc) respecto a las masas monoisotépicas determinadas (Det.) son idénticas hasta la tercera y
cuarta cifra significativa, siendo este un criterio de alta resolucion para la identificacion de estos
neurocompuestos.

Masa Masa
monoisotépica  monoisotopica

Compuesto RT (min) Det. RT (min) Calc. Det. Calc.
Bz-Tau 12.46 12.38 230.0481 230.0481
Bz-Arg 13.39 13.54 279.1451 279.1451
Bz-His 12.56 12.45 260.1029 260.1029
Bz-Ser 13.29 13.37 210.076 210.076
Bz-GIn 13.49 13.47 251.1026 251.1026
Bz-Asp 14.25 14.25 238.0709 238.0709
Bz-Gly 14.2 14.27 180.0655 180.0655
Bz-Glu 10.39 10.41 252.1069 252.1066
Bz-GABA 15.68 15.61 208.0968 208.0963
Bz-Phe 21.47 21.49 270.1124 270.1124
Bz,-Serotonina 18.7 18.8 385.1455 385.1455

Adicionalmente, mediante el estudio de CL-EMAR no dirigido fue posible identificar 4
nuevos neurotransmisores, reportados por primera vez en el extracto neurotdxico acuoso
de las GSP’s de Octopus maya, Cuadro 3.5. En las Figuras 3.8 a 3.15, se muestran los

cromatogramas y espectros de masas.

Cuadro 3.5 Compuestos identificados de la fase neurotéxica acuosa derivatizada. Se aprecia
gue las masas mono isotopicas calculadas (Calc.) respecto a las masas mono isotépicas
determinadas (Det.) son idénticas hasta la tercera y cuarta cifra significativa, siendo este un criterio
de alta resolucion para la identificacion de estos neurocompuestos.

Compuesto RT (min) Masa Masa
monoisotopica monoisotopica
Det. Calc.
Bz-5HTP 22.95 429.1445 429.1444
ACh 3.190 146.1175 146.1170
Bz-Agm 14.587 235.1553 235.1553
Bz-Oa 24.029 344.1281 344.1281
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Figura 3.8 Cromatograma de la extraccion del ion correspondiente al Bz-5-hidroxitript6fano
(Bz-5-HTP). Este neurotransmisor eluye en el TR= 22.95 min. Columna de fase reversa C18 (Acquity
uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).
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Figura 3.9 Espectro de masas del 5-hidroxitriptéfano derivatizada con cloruro de benzoilo (Bz-
5HTP). Se muestra la estructura del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y
Calc. = calculado. El circulo sefala en el espectro el peso molecular determinado. Fuente de
ionizacion ESI.
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Figura 3.10 Cromatograma de la extraccién del ion correspondiente a la acetilcolina (ACh).
Durante el TR=3.1 eluye el neurotransmisor ACh. Columna de fase reversa C18 (Acquity uplc beh,
2.1x100mm, 1.7pm).
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Figura 3.11 Espectro de masas de la acetilcolina (ACh). Se muestra la estructura del compuesto
junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. = calculado. El circulo sefala en el espectro
el peso molecular determinado. Fuente de ionizacion ESI.
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Figura 3.12 Cromatograma de la extraccion del ion correspondiente ala agmatina derivatizada
(Bz-Agm) La agmatina se encuentra en el TR=14.5 min a una concentracién de 2.3X10°. Columna
de fase reversa C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).
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Figura 3.13 Espectro de masas de la agmatina derivatizada con cloruro de benzoilo (Bz-Agm).
Se muestra la estructura del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. =
calculado. El circulo sefiala en el espectro el peso molecular determinado. Fuente de ionizacion
ESI.
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Figura 3.14 Cromatograma de la extraccion del ion correspondiente a la octopamina
derivatizada (Bz-AO). La octopamina se presenta en el TR=24 min con una concentracion de
6.8X10°. Columna de fase reversa C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).
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Figura 3.15 Espectro de masas de la octopamina derivatizada con cloruro de benzoilo (Bz-
AO). Se muestra la estructura del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc.
= calculado. El circulo sefala en el espectro el peso molecular determinado. Fuente de ionizacién
ESI.
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3.2 Andlisis de las fracciones activas del extracto neurotdéxico acuoso por
separacion de fase sdélida por fase reversa (SEFS-FR).

Los rendimientos de la SEFS por FR se muestran en la Cuadro 3.1 (vide supra, pag. 51);
de esta separacion se obtuvieron dos fracciones activas, F-1 (95:5) y F-5 (60:40), sus
efectos se presentan en la Cuadro 3.6. Interesante, la fraccion 1 present6 efectos rapidos
sobre el cangrejo, respecto a la F-5.

Cuadro 3.6. Resultados de la evaluacién de la fraccion 1 y 5 obtenidas por SEFS-FR sobre
Ocypode quadrata. En la fraccion 1 (color Azul), los efectos (como temblores, defecaciones,
movimientos involuntarios) son casi inmediatos, respecto a la fracciéon 5 (color verde), que se
observan hasta los 15 min.

iempo
Efectos 5 Minutos 10 Minutos 15 Minutos [ 20 Minutos | 25 Minutos | 30 Minutos
Paralisis
Temblores
Movimientos
involuntarios
Salivacién
Defecaciones
Contracciones
Pereidpodos

El andlisis de CLAR en fase reversa de la fraccion 1 se presenta en la Figura 3.16. Como
se esperaba, la fraccion presenta menos complejidad con dos sefales principales bien

resueltas, a comparacién con el extracto completo (ver Figura 3.3, vide supra, pag. 53).

62



CAPITULO Il

2,500

Different Y units Pulioo_anaifico 15534 T Sfar 375 Ehsorbance Channel TFLO7OTS050 )
55ACUOS09 DATA [Varian PL-ELSD2100 Channel

2,400
2,200
2,000
1,800
1,500
1,400

1,200

1,0008
2
solg
600
40

» M |
b 3 e ———
-200 &
RT [min]

0 2 4 g g 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

61
!

Figura 3.16 Cromatograma de la fraccién 95:5 (agua:AcCN, F1) del extracto neurotdxico
acuoso en CLAR. Se observan dos sefiales bien resueltas entre el tiempo de retencion 14 y 16.5.
Columna Luna C18 en fase reversa. Condiciones de analisis: Pulpo_analitico_1. METH.

3.2.1 Andlisis de la F1 por CL-EMAR

El andlisis de la fraccion 1 (F1) llevé al cromatograma de la Figura 3.17. El estudio de CL-
EMAR no dirigido, empleando la base de datos MetLin implementada en el programa de
PCLD en MassHunter revel6 la presencia de la toxina onchidial y del aminoé&cido L-leucina,
Cuadro 3.7 y Figura 3.18.

o s [*ESI BPC MS(all) Frag=175.0V Acuoso_95_5_MS2.d

0,596 Leucina 1
11 ‘ Onchidal
0.8- l
0.6 1 15.140
| |
0.4
10.884
|
0.2
L 'J
U_

1 2 3 4 5 ) 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Figura 3.17 Cromatograma de la F-1 analizada mediante CL-EMAR. Leucina sale durante el
primer minuto, mientras que onchidial eluye de la columna en el minuto 14.7. Columna de fase
reversa C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).
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Cuadro 3.7 Compuestos detectados en la fraccion 1. Se puede apreciar que las masas mono
isotopicas de ambos compuestos coinciden hasta su tercera cifra significativa respecto a la masa
monoisotodpica calculada.

Compuest TR Masa Masa Férmula
0 (min) | monoisotdpica | monoisotopica
Det, Calc.
Onchidal 14.79 276.1720 276.1722 C17H2403
4
L-Leucina | 0.737 131.0940 131.0945 C6H13NO2
CH3 O
Onchidal o~ H
HsC
CHs = 3 CHs
P
CH; NH
ey, L-Leucina

Figura 3.18 Estructura de los compuestos de la fraccion 1.

3.2.2 Andlisis de la F-5 por CL-EMAR

La fraccion F-5 se inyectd en el equipo Agilent 6545 CL-EMAR. El cromatograma se
presenta en la Figura 3.19. La basqueda de la identidad de los iones generadas utilizando
la base MetLin, llevé a la identidad de la octopina (Figura 3.19), un metabolito presente en
varios octopodos, con un peso molecular de 246.0102 m/z, su espectro de masas se

presenta en la Figura 3.20.
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<10 © |-ESI TCC Scan Frag=175.0v SCX_40_60_1_4.d
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Figura 3.19 Cromatograma del andlisis de la F-5 mediante CL-EMAR. El cromatograma se

muestra hasta el minuto 8 ya que después de ese tiempo el equipo no detecté ninguna sefial.
Columna de fase reversa C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7pm).

%10 4 Cpd 1: Octopine: -ESI MFE Spectrum (rt: 1.309-1.605 min) Frag=175.0V SCX_40_60_1_4.d
3.51 (I%Ctopina (COH18N404)
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0
251 o
9] H2N
191 [M+H]+ Det. = 246.267 Da; &
11 Calc. = 246.2672 Da ‘
0.5 1 CH3
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ‘
245.2 2453 2454 245.5 245.6 245.7 245.8 2459 246 246.1
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura 3.20. Espectro de masas de la octopina identificada en la F-5. Se muestra la estructura

del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. = calculado. Fuente de
ionizacion ESI.

3.3 Extraccion selectiva de las GSP’s con metanol acidificado

Cien gramos de GSP’s fueron congeladas y liofilizadas, el producto deshidratado de 25g
se pesO y se extrajo segun Conlon (1997) generando 4.20g del extracto neurotdoxico
selectivo, con un rendimiento del 16.8%. Para evitar la pronta degradacién de los
compuestos, todo el extracto se separd en 4 cartuchos de fase reversa colocandolos en

viales &mbar de 12 mililitros, se evaporé el acetonitrilo e inmediatamente se sometié a
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SEFS-ICF sin poder determinar el rendimiento. Esto llevé a dos fracciones activas en el

bioensayo neurotoxico con Ocypode quadrata. Los datos se presentan en la Cuadro 3.8.

Las fracciones obtenidas de la SEFS-ICF fueron analizadas por CLAR de fase reversa,

presentando menor complejidad que el extracto acuoso (Figura 3.21 y 3.22).

Cuadro 3.8 Resultados de la extraccion selectiva de las GSP’s de Octopus maya con metanol
acidificado. Nd = No determinado.

Extracto SEFS- | SEFS-ICF | SEFS-ICF
Muestra GSP’s | Liofilizado crudo C18 F-1b F-2b
Extracto utilizado 350 g 100 g 25¢9 4.20 g Nd Nd
Extracto final 100 g 25¢ 42049 Nd 3.80 mg 1.40 mg
Rendimiento (%) 28.57 25 16.8 Nd Nd Nd
Actividad Nd Nd Activo Nd Activo Activo

mAU

MEOH_C18_955_SCX_1PORCIEN Y SEROTONINA1 DATA

18 20

22 24

26 28 30

Figura 3.21 Cromatograma de la fraccion 1b (SEFS-ICF, 1% NH4OH) obtenida mediante
extraccion selectiva. Se observan distintas sefiales con abundancias altas que se observan del TR
12 al 18. Columna Luna C-18 en fase reversa. Condiciones de andlisis: Pulpo_analitico_1. METH.
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Figura 3.22 Cromatograma de la fraccion 2b (SEFS-ICF, 2% NH4OH) obtenida mediante
extraccién selectiva. El cromatograma tiene una mejor resolucion y una menor complejidad que la
fraccion 1b, porque se observan 3 sefiales. Columna Luna C-18 en fase reversa. Condiciones de
analisis: Pulpo_analitico_1. METH.

Los efectos de las fracciones 1b y 2b sobre O. quadrata revelaron que la fracciéon 1b ejerce
pardlisis en el crustaceo, mientras que la fraccién 2b indujo la relajacién, como se puede

observar en la Cuadro 3.9 y Figura 3.23.

Cuadro 3.9 Efectos de la fraccion 1b y 2b sobre Ocypode quadrata respecto al tiempo. En

Azul, se presentan los efectos de la fraccion 1b, en verde los efectos de la fraccion 2b.

Tiempo 5 10 15 20 25 30
Minutos  Minutos  Minutos  Minutos Minutos  Minutos

Efectos
Paralisis X X X X
Temblores [ x

Movimientos
involuntarios
Salivacion
Defecaciones
Contracciones

67



CAPITULO Il

Figura 3.23 Efectos de las fracciones 1b y 2b sobre Ocypode quadrata. Cuando se inyecta la
fraccion 1b sobre el ejemplar, este experimenta una pardlisis casi inmediata. En las imagenes Ay B,
se puede observar como el cangrejo queda paralizado en posicién de ataque. Al inyectar la fraccién
2b en un cangrejo diferente, se observan cambios en la postura, relajando pereiépodos y primer par
de quelas.

3.3.1 Identificacion de los neurotransmisores presentes en los extractos bioactivos
de la extraccidn selectiva por CL —EMAR.

El andlisis directo de la fraccion 1b en el sistema CL-EMAR, revel6 la presencia de tau, el
cromatograma se presenta en la Figura 3.24. El espectro de masas se observa en la Figura
3.25. Por otra parte, el analisis de la fraccién 2b en CL-EMAR, Figura 3.26, determiné la
presencia de GABA y tau mientras que sus espectros de masas se muestran en las Figuras
3.27 y 3.28 respectivamente. La identidad de los compuestos se realiz6 mediante la

comparacion del tiempo de retencion y del peso molecular determinado.
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Figura 3.24 Cromatograma de la fraccion 1b (SEFS-ICF, 1% NH,OH) obtenida por CL-EMAR

En el cromatograma se sefiala a la taurina (TR= 1.44 min, con una concentracién de 1.25x10°)
Separacioén en Fase Reversa, columna C18 (Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).

[M+H]*

Taurina (C2H7NOsS)

[M+H]+ Det. = 126.0219 Da
Calc. = 126.0202 Da

Figura 3.25 Espectro de masas de la taurina identificada en la Fraccién 1b. Se muestra la

estructura del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. = calculado. Fuente
de ionizacién ESI.
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Figura 3.26 Cromatograma de la fraccion 2b (SEFS-ICF, 2% NH4OH) analizada mediante CL-
EMAR. Taurina presenta el TR= 1.50 y GABA 12.8. Columna de fase reversa C18 (Acquity uplc beh,

2.1x100mm, 1.7pm).
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Figura 3.27 Espectro de masas de GABA identificada en laFraccién 2b. Se muestra la estructura
del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. = calculado. El circulo sefiala
en el espectro el peso molecular determinado experimentalmente. Fuente de ionizacién ESI.
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Figura 3.28 Espectro de masas de la taurina identificada en la Fraccion 2b. Se muestra la
estructura del compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. = calculado. El
circulo sefiala en el espectro el peso molecular determinado. Fuente de ionizacién ESI.

3.4 Andlisis de la saliva ex vivo en CL-EMAR

Después de la diseccion de O. maya, se obtuvo aproximadamente 1 mL de saliva ex vivo,
la cual se diluyé con agua grado masas, y se ultrafiltr6 por una membrana AMICON con
corte molecular de 3 kDa. El ultrafiltrado (fraccion neurotoxica ex vivo) se liofilizg, y se diluyd
hasta tener una concentracion de 2 ng/mL, esta fraccion se derivatizo para realizar el
estudio de los neurotransmisores presentes en la saliva que inyecta el pulpo a sus presas.
Los estudios por CL-EMAR revelaron la presencia de Bz-GABA y Bz,-5HT de acuerdo con
sus tiempos de retencion y masa molecular de alta resolucién del [M+H]+. En la Figura 3.29
se presenta el cromatograma de la saliva ex vivo derivatizada, mientras que en las Figuras
3.30 y 3.31 se visualizan los espectros de masas de alta resolucién respectivamente de

ambos compuestos.
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Figura 3.29 Cromatograma de la fraccion neurotoxica de la saliva ex vivo derivatizada con
BzCl y analizada mediante CL-EMAR. En el cromatograma se sefialan a los neurotransmisores

identificados, Serotonina (5HT, TR= 18.5 min) y GABA (TR=14.9 min). Columna de fase reversa C18
(Acquity uplc beh, 2.1x100mm, 1.7um).
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Figura 3.30 Espectro de masas del GABA derivatizada con cloruro de benzoilo (Bz-GABA),
identificado de la fraccion neurotdoxica de la saliva ex vivo. Se muestra la estructura del

compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado, Calc. = calculado. El circulo sefiala en
el espectro el peso molecular determinado. Fuente de ionizacion ESI.
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[M+H]+ Calc. = 385.1455 Da;
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Figura 3.31 Espectro de masas de la serotonina biderivatizada con cloruro de benzoilo (Bzz-
5HT), identificado en la fraccion neurotéxica de la saliva ex vivo. Se muestra la estructura del
compuesto junto con el peso molecular Det. = determinado y Calc. = calculado. El circulo sefala en
el espectro el peso molecular determinado. Fuente de ionizacion ESI.

Este trabajo logré reportar una serie de neurocompuestos presentes en las GSP’s y saliva
ex vivo, mismos que deben estar implicados en las estrategias bioquimicas que el pulpo
rojo usa durante la depredacion. Con ayuda de un derivatizante (BzCl) y siguiendo tres
estrategias de extraccion: 1) extraccion general por medio de un estudio dirigido y otro no
dirigido, 2) extraccion selectiva con metanol y acido clorhidrico y 3) extraccion de la saliva
ex vivo de las GSP's del pulpo rojo, fue como se pudieron detectar las moléculas que se
muestran en las Cuadros 3.10 a 3.13.

Cuadro 3.10 Se enlistan los neurocompuestos detectados por el equipo Agilent 6545 QToF de la

extraccion general del estudio dirigido, junto con su posible funcién y efecto durante la depredacién
de O. maya.

Compuesto Funcidn Efecto en O. quadrata

Taurina Neurotransmisor Paralisis y relajacion de pereiépodos
Bz-Arg Neurotransmisor Relajacion de los pereiépodos
Bz-His Neuroquimico Modula el SNC
Bz-Ser Neuroquimico Modula el SNC
Bz-GIn Neuroquimico Relajacion de pereidpodos
Bz-Asp Neuroquimico Relajacion de pereidpodos
Bz-Gly Neuroguimico Modula el SNC
Bz-Glu Neuroguimico Relajacion de pereidpodos

Bz-GABA Neurotransmisor Pardlisis. Suprime la contraccién muscular
Bz-Phe Aminoacido Relajacion de los pereidpodos

Bz2-Serotonina Neurotransmisor Cambios posturales, pardlisis y temblores
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Cuadro 3.11 Se enlistan los neurocompuestos detectados por el equipo Agilent 6545 QToF de la
extraccion general del estudio no dirigido, junto con su posible funcién y efecto durante la

depredacion de O. maya.

Efecto en O. quadrata

Interviene en la relajacion de pereidpodos

Provoca movimientos de los pereidpodos

Estimula la liberacién de catecolaminas (efecto
sinérgico)

Efectos excitatorios, dirige y coordina las
neurohormonas en el sistema nervioso central

Interviene en la inhibicion muscular. Inhibidor
irreversible de la acetilcolinesterasa (debilidad
muscular, calambres musculares, paralisis y
temblores)

interviene en la inhibicién muscular en crustaceos

Compuesto Funcion
Bz-5HTP Aminoacido
ACh Neurotransmisor
Bz-Agm Neurotransmisor
Bz-OA Neurotransmisor
y neuromodulador
Onchidal Toxina
L-Leucina Aminoacido
Octopina Derivado de los
aminodacidos
arginina y alanina

Se desconoce

Cuadro 3.12 Se enlistan los neurocompuestos detectados por el equipo Agilent 6545 QToF de la
extraccion selectiva con metanol y acido clorhidrico, junto con su posible funcién y efecto durante la

depredacion de O. maya.

Compuesto Funcion Efecto en O. quadrata
Taurina Neurotransmisor Provoca movimientos de los pereiépodos
GABA Neurotransmisor Estimula la liberacién de catecolaminas (efecto
sinérgico)

Cuadro 3.13 Se enlistan los neurocompuestos detectados por el equipo Agilent 6545 QToF de la
extraccion de la saliva ex vivo de las GSP's del pulpo rojo, junto con su posible funcion y efecto

durante la depredacién de O. maya.

Compuesto Funcidn Efecto en O. quadrata
Bzz-Serotonina Neurotransmisor Cambios posturales , paralisis y temblores
Bz-GABA Neurotransmisor Paralisis. Suprime la contraccién muscular
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V. Discusién

Desde el siglo pasado se han reportado diversas moléculas en los extractos obtenidos a
partir de las GSP’s y de los venenos de varios cefalopodos, de esto se sabe que los
venenos estdn compuestos por enzimas, lipidos, neurotransmisores, aminas biogénicas,
proteinas grandes y peptidos (Matus, 1971), SE-cefalotoxina (Ueda et al., 2008) y sus
homélogos (McDonald & Cottrell, 1972; Songdahl y Shapiro, 1974), las cuales en sinergia
y suministrados dentro de sus presas, disminuye las posibilidades de escape o defensa,

favoreciendo al depredador.

Las moléculas de alto peso molecular reportadas en Eledone cirrhosa (Grisley & Boyle,
1987) como las quitinasas y peptidasas, realizan diferentes funciones como la digestion
externa, degradar tejido muscular y ayudar a la radula durante la perforacién de escudos

calcéreos en el caso de los pulpos (Nixon, 1984).

Las moléculas de bajo peso molecular provocan efectos anticoagulantes, pero también
pueden alterar la permeabilidad de otros componentes sobre el tejido y ocacionar lisis

celular, pardlisis y hemorragias internas (Wong & Belov, 2012).

El efecto sinérgico de los componentes del veneno logra mejorar la accién prolongada de
otras moléculas para acelerar la inmovilizacion o la muerte de la presa, a través del aumento
de la frecuencia cardiaca (Wong & Belov, 2012). Sin embargo, poco se sabe de este
proceso (Weisel-Eichler & Libersat, 2004).

A pesar de la importancia que tienen los efectos evocados por moléculas de alto peso
molecular durante la muerte de su presa, las moléculas de menor tamafio tienen una funcién
mas compleja e interesante, al tener la capacidad de controlar el sistema nervioso central
e inducir paralisis, contracciones y/o aumentar la vasodilatacion por medio de aminas

biogénicas o neurotransmisores en diferentes organismos (Welsh, 1964).

En este sentido, los estudios realizados por Pech-Puch y colaboradores (2016), sobre el
aislamiento de moléculas polares en las GSP’s y saliva ex vivo del pulpo Octopus maya,
lograron identificar aminodcidos tales como, Ser, Glu, Gly, His, Thr, Ala, Arg, Cys, Tyr, Met,

Lys, Leu, lle y a la serotonina (responsable de un efecto paralizante sobre O. quadrata).
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El presente estudio, pudo identificar 11 nuevos neurocompuestos (Tau, Gln, Asp, GABA,
Agm, ACh, onchidal, L-leucina, 5-HTP, Oa y octopina) incluyendo una toxina y 7 nuevos
neurotransmisores (por ejemplo GABA, responsable de un efecto relajante sobre O.
guadrata), ademas de la serotonina y otros aminoacidos (Arg, His, Ser, Phe, Gly, Glu y L-
Leucina) presentes en las GSP’s y saliva ex vivo del pulpo Octopus maya; aportando
informacion valiosa sobre las posibles herramientas bioquimicas que el pulpo rojo utiliza

durante la depredacion.

A fin de determinar la presencia de neurocompuestos en la saliva ex vivo y GSP’s del pulpo
rojo de Yucatan, se generaron extractos de las glandulas salivales posteriores;
subproductos de la pesqueria, mediante dos procesos: uno general (acuoso) y otro
selectivo (MeOH-HCI); por ultimo, se obtuvo la secrecién ex vivo del conducto comun de 6
pulpos con la finalidad de reportar la mayor cantidad de neurotransmisores presentes en el

veneno de O. maya.

En el método general y saliva ex vivo, se separ0 la fase metabdlica (> a 3 kDa) de la fase
neurotoxica (< a 3 kDa) utilizando una membrana de ultrafiltracion. Al separar estas dos
fases y Unicamente inyectar la fase neurotoxica en la membrana artrodial de O. quadrata
se observaron cambios en la postura y efectos neurotéxicos. La ausencia de enzimas
degradativas en esta fase se confirmé cuando el cangrejo permanecié con vida después de
2 horas y después de observar los tejidos intactos, Figura 3.2. tal y como se ha reportado

en estudios previos (Pech-Puch et al., 2016).

Estas observaciones concuerdan con lo reportado con Corona (2016) al trabajar con los
extractos generados de las GSP’s de O. maya en bioensayos con cangrejos fantasma
(alimento tipico de O. maya) donde también se discuten los efectos de la saliva ex vivo
(Pech-Puch et al., 2016).

4.1 Andlisis de los neurotransmisores presentes en la fraccidén neurotéxica.

En los octépodos, los aminodcidos son una fuente importante para el crecimiento y para el
metabolismo energético. Este proceso de acarreo de aminoacidos, da como resultado una
alta demanda de proteinas (Garcia-Garrido et al., 2013). Se ha demostrado que los pulpos
mantienen sus sustratos energéticos en la hemolinfa utilizandolos como fuente de energia,
por ejemplo, cuando se deja a O. vulgaris tres dias en ayuno se induce la movilizacion de
lipidos, proteinas solubles y aminoacidos que se utilizan como fuente de energia metabdlica
(Garcia-Garrido et al., 2013).
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También se ha demostrado que durante el proceso digestivo de los cefal6podos incluyendo
0. maya, los aminoéacidos Pro, Glu, Asp, Lys y Arg son los principales sustratos energéticos
a través del catabolismo de aminoacidos y la sintesis de glucogeno (Rosas & Martinez-
Yafez, 2015 y Gallardo et al., 2017) sin embargo, los aminoacidos y derivados juegan un
papel ain mas complejo en la captura y manejo de su alimento (Pech-Puch et al., 2016).

Los neurotransmisores y aminas biogénicas obtenidos a partir de las fracciones generadas,
fueron facilmente detectadas con la técnica de derivatizacion con BzCl; los resultados
obtenidos demuestran su alta utilidad en la identificacion de neuroquimicos en estudios

dirigidos (y no dirigidos).

La derivatizacién mejoro la sensibilidad de las moléculas altamente polares que tienen picos
de elucion temprana (como el acetil colina) y ampli6 el nimero de neurotransmisores
identificados en las GSP’s y saliva ex vivo del pulpo rojo, a comparacion de estudios
previos. Ademas, los resultados también indican un uso potencial para proyectos aiun mas

amplios (Wong et al., 2016).

Los aminoacidos reportados, pertenecen a la clase de compuestos denominados
neuroquimicos, los cuales median el sistema nervioso central por medio de receptores,
actividad neuronal, biogénesis de aminas biogénicas y otros neurotransmisores
relacionados con la inhibicién muscular; efectos observados tras la inyeccion de la fraccion
neurotéxica en O. quadrata (Pech-Puch etal., 2016). Ademas, algunos de ellos son
precursores de poliaminas y catecolaminas (Arg y Phe respectivamente), precursores de

neurotransmisores como serotonina y taurina (Wong et al., 2016).

De acuerdo con Sorenson (1973) algunos aminoécidos libres (GIn, Asp, Arg, Tau, Glu, Leu,
Val) se encuentran en las fibras inhibitorias de los apéndices caminadores de crustaceos,
lo cual podria estar relacionado con la relajacion de los pereiépodos observados tras las

pruebas de actividad.

Estudios realizados por Campos (2013), discuten si el efecto de la fraccién neurotéxica de
las GSP’s de O. maya es ejercido por algin otro neurotransmisor, por ejemplo, el GABA al

identificar glutamina y acido glutdmico en el extracto.

Los resultados obtenidos mediante CL-EMAR durante este trabajo, es clave para reconocer
la presencia de GABA y de su precursor el glutamato en las GSP’s y saliva ex vivo de
Octopus maya; resaltando la importancia de la técnica de analisis que proporciona una

excelente sensibilidad (ng/mL) y selectividad durante la separacion de una mezcla
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compleja. Razén por la cual, CL-EMAR es una de las técnicas mas empleadas en estudios
de metabolémica.

El efecto de paralisis, relajacion y temblores inducidos por la fraccion neurotdxica acuosa
aislada de las GSP’s en O. quadrata es debido a la presencia de serotonina (Corona, 2016;
Pech-Puch et al., 2016) sin embargo, otros neurocompuestos como el GABA, taurina,
acetilcolina, agmatina y octopamina (reportados por primera vez) también participan
durante los efectos observados en el crustaceo.

Tanto la serotonina (Corona, 2016) como el GABA, han demostrado evocar efectos en
cangrejos; por ejemplo, el GABA estimula las motoneuronas que suprimen la contraccion
muscular (Gerschenfeld, 1973). De manera anéloga, en mamiferos se ha determinado que
la taurina es agonista de los receptores del GABA, por lo que es muy probable que induzca

la paralisis en crustaceos (Ochoa-de la Paz et al., 2019).

La serotonina aislada en la saliva ex vivo, es una amina biogénica presente en venenos de
otros octopodos, por ejemplo, Hapalochlaena maculosa y O. vulgaris puede causar
hiperexcitacién inmovilizadora que precede a la paralisis o hipoquinesia de presas (Martin
& Barlow, 1972). Ademas, la serotonina generalmente circula en forma libre en los

crustaceos, por ejemplo, en las langostas se ha determinado una concentraciéon de 1-8 nM.

Las inyecciones de serotonina inducen cambios posturales en cangrejos, principalmente la
flexién y la extension de las quelas y apéndices para caminar, tanto en Callinectes sapidus
y en Carcinus maenas (Livingstone et al., 1980). Los cambios posturales y los efectos del
tiempo dependen de la dosis, por ejemplo, las dosis bajas de serotonina (0.5 a 1.0 mg)
inducen la flexion rigida de las piernas y el abdomen durante 10 a 30 min en el cangrejo
Procambarus clarkii, mientras que flexiones extremas duran varias horas si se administran

dosis mayores [(1,0 a 10 mg), Livingstone et al., 1980].

La agmatina anotada en este trabajo, se forma a través de una descarboxilacion de la
arginina por medio de una enzima llamada arginina descarboxilasa y se encuentra
naturalmente en el polen de ambrosia, hongos, pulpos, esponjas y en el cerebro de los
mamiferos. Se ha mencionado la presencia de agmatina en venenos y masculos de pulpos
y sepias (Briggs & Briggs, 1974). Por otra parte, Li y colaboradores (1994) Huang y
colaboradores (2013) registraron la presencia de este potente neurotransmisor en el veneno

de cefalépodos, este neurotransmisor es capaz de estimular la liberacién de catecolaminas
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(efecto sinérgico) y ayudar a la movilizacién de otros compuestos del veneno (Li et al.,
1994).

Ya que la arginina es un aminoacido que se encuentra abundantemente en este filo y se
presenta de forma libre en invertebrados (Ohashi et al., 1991; Yamanaka et al., 1987) la
agmatina puede formarse facilmente. Esto podria ser una explicacion para la presencia

predominante de agmatina y poliaminas en sepias y calamares.

La presencia de este neurotransmisor queda parcialmente clara ya que se trata de un tejido
con propensa degradacion. Esta dualidad es debido a que algunas bacterias tienen la
actividad de la enzima descarboxilasa sobre aminoécidos libres, dando origen a aminas
biogénica como putrescina, cadaverina, agmatina y triptamina, las cuales se presentan

frecuentemente en cefalépodos (Ohashi et al., 1991; Yamanaka et al., 1987).

Se ha sugerido que el congelamiento por nitrégeno liquido funciona bastante bien para
interrumpir inmediatamente el metabolismo de tejidos y muestras, sin embargo, un estudio
llevado a cabo por el UK biobank (Dunn et al., 2008) para evaluar protocolos de muestreo,
mostraron escasas diferencias en el perfil metabdlico de muestras almacenadas a -80°C
con respecto a las almacenadas a 4°C durante un tiempo de 24 horas, antes de proceder

a su congelacion.

Esto sugiere la posibilidad de mantener las muestras a 4°C durante 24 horas como etapa
previa a su congelacién en estudios a gran escala. En crustaceos, la agmatina se encuentra
presente en el SNC, al igual que otros neurotransmisores como dopamina serotonina,
histamina y GABA (Cao et al., 2019).

Se ha demostrado la presencia de octopamina en las GSP’s del pulpo O. macropus
(Erspamer, 1948). De igual manera se han demostrado la localizacion de monoaminas en
los nervios de la glandula salival posterior y el centro salival del cerebro del pulpo O.

vulgaris, como por ejemplo 5-hidroxitriptamina (Martin & Barlow, 1972).

En los estudios de Hartman y colaboradores (1960) se demuestra que hay sustancias
activas con importancia farmacoldgica y fisiol6gica en las GSP’s de oct6podos, los cuales
incluyen octopina, agmatina, acetilcolina y noradrenalina. Asi mismo, los estudios con
histoquimica han ayudado a la localizacién de estas aminas en las GSP’s de octépodos,
como por ejemplo dopamina, noradrenalina, octopamina, 5-hidroxitriptamina y acetilcolina
(Matus, 1971).
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En esta extensa busqueda, también se han reportado catecolaminas y neurotransmisores
en el tejido nervioso de los cefalopodos. Estos hallazgos sugieren que la dopamina, la
noradrenalina y la 5-hidroxitriptamina pueden funcionar como neurotransmisores en los

musculos de los cefal6podos (Matus, 1971).

La octopamina detectada en este trabajo es una feniletanolamina biogénica derivado de la
fenilalanina y tirosina; esta amina biogénica se ha reportado en H. maculosa, los efectos

excitatorios de la octopamina parecen ser similares a la cefalotoxina (Erspamer, 1948).

Este neurotransmisor fue descubierto por primera vez por Erspamer (1948) en las glandulas
salivales de pulpos y desde entonces se ha descubierto que actlla como neurotransmisor,
neuromodulador y neurohormona en invertebrados. Es muy utilizado en comportamientos
gue demandan energia por todos los insectos, crustaceos (cangrejos, langostas, cangrejos

de rio) y arafias (Erspamer, 1948).

La octopamina actia como el equivalente a la noradrenalina en insectos, y se ha implicado
en la regulacién de la agresion en invertebrados con diferentes efectos en diferentes
especies. Los estudios han demostrado que la reduccién del neurotransmisor octopamina
y la prevencion de la codificacion de la tiramina beta hidroxilasa (una enzima que convierte
la tiramina en octopamina) disminuye la agresion en invertebrados (Zhou et al., 2008). Estas

observaciones se relacionan con las conductas vistas en O. quadrata tras la inyeccion.

En las langostas, la octopamina dirige y coordina las neurohormonas en el sistema nervioso
central, y se observa que al inyectar octopamina en una langosta y/o cangrejo los

pereidpodos y abdomen se extienden (Livingstone et al., 1980).

El 5-Hidroxitriptéfano, también conocido como oxitriptan, es un derivado de un aminoéacido
natural y compuesto quimico precursor e intermediario de la biosintesis de los
neurotransmisores serotonina y melatonina a partir de triptéfano (Rahman et al., 1982).

Hasta la fecha no hay registros de 5-Hidroxitriptéfano en venenos de cefalépodos.

4.1.1 Neurotransmisores presentes en las fracciones aisladas de la fase
neurotoxica acuosa

La primera separacién por SEFS de fase reversa en cartucho C18 llevé a dos fracciones
activas: la F-1 (95:5, agua:acetonitrilo) y la F-5 (60:40, 95:5, agua:acetonitrilo).
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El analisis de la F-1 en CL-EMAR, detecté una molécula frecuente en moluscos, el onchidial
y un aminoacido, L-Leucina: sugerido como un aminoacido que interviene en la inhibicion

muscular en crustaceos (Sorenson, 1973).

Onchidial es una toxina natural producida como una secrecion defensiva por Onchidella
binneyi (molusco), ya que es un inhibidor irreversible de la acetilcolinesterasa (AChE). La
AChE hidroliza el acetil colina (ACh) y desactiva la AChE, por lo tanto, regula la
concentracion del neurotransmisor ACh en la sinapsis (Gupta, 2020). En peces, la
acumulacion de ACh en los nervios motores provoca una sobre estimulacion de la expresion
nicotinica en la unién neuromuscular, cuando esto ocurre se pueden observar sintomas
como: debilidad muscular, calambres musculares, paralisis y temblores (Abramson et al.,
1989). Ademas, esta toxina se ha propuesto como una nueva clase de insecticida
anticolinesterasico y en la identificacion de aminoacidos que contribuyen a la union e

hidrolisis de la acetilcolina (Abramson et al., 1989).

Durante el trabajo de Florey (Florey, 1973) se demostré que la ACh funciona como un
neurotransmisor en los ganglios toracicos de crustaceos como Cancer, Pugettia, Portunus,
Callinectes y Eriphia durante la estimulacion sensorial. La administracién de ACh mediante
perfusion provoca movimientos de los pereidpodos, esto representa una evidencia clara de
gue la ACh es activa en neuronas sensoriales en los crustaceos y presumiblemente de otros

artrépodos (Florey, 1973).

En la fraccion F-5 se detectd la presencia de octopina; un compuesto derivado por la
arginina y alanina, empleado por los octépodos como analogo del lactato en el metabolismo

anaerobio.

4.2. Analisis de los neurotransmisores presentes en la fase neurotoxica
generada con el método selectivo de metanol acidificado (MeOH-HCI).

Analizando los resultados obtenidos del extracto acuoso completo, se llegé a la conclusién
de que era necesario encontrar un método mas selectivo que ayudara a la separacion de
neurocompuestos. Una busqueda extensiva llevé al método desarrollado por Conlon (1997)
gue emplea una mezcla de Metanol/HCI| 8M. La seleccion de este método se basé6 en dos
caracteristicas importantes: la extraccion era selectiva, dado que los neurotransmisores
tienen al grupo amina en su estructura, y en la presencia del acido se protonan,
extrayéndose mejor en medios acuosos. Pero principalmente, el empleo de metanol ayudo

a la precipitacion de todas las proteinas presentes en el extracto, incluyendo las enzimas
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digestivas, aportando la estabilidad del extracto generado. Es una estrategia altamente
recomendable para el aislamiento de aminas, es rapida y, ademas, no se necesita emplear

la ultrafiltracion.

Durante el desarrollo de la metodologia, fue evidente la oxidacion de los componentes
extraidos en extracto. Al parecer el extracto contiene una gran cantidad de aminas
biogénicas, p.e. serotonina. Cuando se liofilizo el extracto crudo, al secarse el compuesto
empezaba a oscurecerse, de tal forma que, terminado el tiempo de liofilizacion, el solido
estaba completamente negro, a pesar de cubrir el vaso de la liofilizadora con papel aluminio
para evitar la fotooxidacion. Por lo anterior, el procedimiento se realizd sin liofilizar el
extracto crudo y separado por SEFS de fase reversa siguiendo el esquema empleado en la
separacion de la fraccién neurotdxica acuosa. Las fracciones inclusive presentaron también
el problema de la oxidacién, por lo que se procedié a separar inmediatamente la fraccion
95:5 mediante SESF de intercambio cationico fuerte (SEFS-ICF) obteniendo dos fracciones
activas (1a, 2b) que presentaron dos perfiles de actividad similar, pero habia una mayor
induccion de la paralisis en la fraccion la, mientras que la fraccion 2b presenté un efecto

relajante.

La derivacién con BzCl de ambas fracciones, seguida del analisis por CL-EMAR llevé a la
identificacion de dos nuevos neurotransmisores. En la fraccion 1a se identifico a la taurina;
tanto el tiempo de retencidbn como el peso molecular son idénticos al de un estandar.
Interesante, la fraccion indujo la paralisis en el cangrejo, y al parecer esta relacionado con

el efecto agonista de la taurina en los receptores GABA (Ochoa-de la Paz, 2019).

En la fracciéon 2b, se identificd a GABA y taurina, responsables de la actividad paralizante
y relajante que presenta la fraccion. A diferencia de la extraccidén acuosa, la generacién del
extracto selectivo simplificé el proceso de extraccidn, pero complico el proceso de
separacion por la presencia de compuestos que se oxidan rapidamente. Estos datos
aportan conocimiento nuevo e importante sobre los neurocompuestos presentes en el
veneno del pulpo rojo, ya que apoya la idea de que los efectos de las fracciones

neurotéxicas estan mediados por mas de un neurocompuesto.
4.3. Andlisis de los neurotransmisores presentes en la saliva ex vivo

Trabajos previos del grupo de trabajo, llevaron a la identificacion de serotonina como la
responsable de la actividad paralizante. La inyeccidn de un estandar de serotonina sobre el

cangrejo induce una paralisis similar a la fraccion neurotdxica ex vivo, pero no de la misma
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intensidad ni con el mismo efecto (Corona, 2016). Por lo anterior, el objetivo principal de
este trabajo de tesis fue identificar a los posibles neurotransmisores implicados en la
estrategia quimica de depredacién que emplea Octopus maya.

Los resultados obtenidos de la extraccién acuosa, resultaron alentadores, dado que se
identificaron dos nuevos neurotransmisores, y se anotaron 5 mas, algunos ya reportados
en saliva de otros cefalépodos como p.e. octopamina (Erspamer, 2009; Martin & Barlow,
1972; Matus, 1971).

Después de disectar las GSP’s y el conducto comun de 6 especimenes, y de estimularlas
con una bateria de 9V, se obtuvo 50 microlitros de la secrecion, de la cual se aisl6 la fraccion
neurotoxica mediante ultrafiltracion. La evaluacion de esta fraccién en el bioensayo
neurotéxico indujo paralisis, temblores y descoordinacién en el crustaceo. La derivatizacién
de esta fraccion y su analisis por CL-EMAR, llevo a la identificacion de la serotonina y

nuevamente del GABA.

Desafortunadamente no se encontré a ninguno de los otros cinco neurotransmisores
anotados en las GSP's, debido a cuestiones de concentracion (6 pares de GSP ex vivo vs
200 pares de GSP’s de la pesqueria), 6 bien, que estos neurotransmisores solo forman

parte del tejido de las GSP’s y no, del veneno de Octopus maya.

Se debe considerar para futuros trabajos, que las concentraciones de los neurocompuestos
detectados en este proyecto se desconocen; si bien es cierto que estas moléculas (por
ejemplo: serotonina, GABA y taurina) causan cambios en la postura de Ocypode quadrata,
se ignora cual es la concentracibn que se le inyectdé al cangrejo para empezar a

experimentar esos efectos.

Una limitante de este trabajo, fue no conocer qué tan similares podrian ser las
concentraciones de los compuestos aislados de las fracciones generadas a partir de las
glandulas salivales posteriores, respecto a las obtenidas durante la obtencién de la saliva
ex vivo. Queda ligera sospecha, de si los efectos observados tras las inyecciones de las
fracciones neurotoxicas en Ocypode quadrata tratan, de una sobreexcitacion
(concentraciones muy elevadas) por parte del compuesto, 0 no; razén por la cual, los

préximos estudios sobre las secreciones venenosas del pulpo rojo deberan contemplar.
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CAPITULO V
V. CONCLUSIONES

Este trabajo logré identificar 11 nuevos neurocompuestos nunca antes reportados en
GSP’s y saliva ex vivo del pulpo rojo Octopus maya (Tau, GIn, Asp, GABA, Agm, ACh,
onchidal, L-leucina, 5-HTP, Oay octopina), ademas de la serotonina y otros aminoacidos
como Arg, His, Ser, Phe, Gly y Glu, los cuales estan involucrados en la paralisis,
temblores, movimientos descoordinados, defecaciones y relajaciéon de los pereiépodos,
efectos que se observaron en O. quadrata.

El extracto neurotoxico acuoso de las GSP’s obtenido por el método general, contiene
neurotransmisores potenciales como 5HT, Tau, ACh, GABA, Agm, Arg y Oa
relacionados con los efectos vistos en O. quadrata.

La extraccion de las GSP’s mediante el método selectivo (MeOH/HCI) logré ser una
alternativa rapida y directa para poder identificar a los neurotransmisores GABA y
taurina, como los responsables de los efectos de paralisis y relajacién observados en O.
guadrata.

La técnica de derivatizacion de las fracciones activas con cloruro de benzoilo ayudé al
proceso de analisis de los extractos generados e ionizacién de la muestra en los estudios
de CL-EMAR. Resaltando la importancia del uso de tecnologia altamente sensible
durante este trabajo.

El estudio de la saliva ex vivo revel6 dos nuevos neurotransmisores identificados por
primera vez en esta especie: taurina y GABA, esto sefiala que los efectos neurotdxicos
del veneno de Octopus maya estan mediados por la presencia de estos dos
neurotransmisores.

Es posible que neurotransmisores y neurocompuestros mencionados en este trabajo
funcionan dentro de las herramientas bioquimicas que Octopus maya utiliza durante la
manipulacién de su presa, al provocar paralisis, temblores, movimientos descoordinados

y relajacion de los pereiépodos en O. quadrata.
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