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RESUMEN

Millepora alcicornis es un hidrocoral ramificado muy comun en los arrecifes del Mar Caribe.
Al igual que otros miembros de este género, esta especie es capaz de inducir lesiones semejantes a
quemaduras que producen un severo dolor al contacto con la piel de los humanos.

En este estudio se determind que las proteinas hemoliticas presentes en el extracto acuoso de
M. alcicornis son citolisinas termolabiles, estables a cambios de pH, y esta actividad es dependiente de
calcio. También encontramos que algunas de estas hemolisinas, detectadas en el extracto acuoso por
zimografia, son proteinas que tienen pesos moleculares entre 28 y 30 kDa, con actividad de PLA,, y
otras son proteinas de aproximadamente 200 kDa que no presentan actividad enzimdtica y
posiblemente, actiian por un mecanismo de formacion de poros en las membranas. Adicionalmente, se
logré la identificacion parcial de la estructura primaria de una hemolisina de aproximadamente 30 kDa
que muestra homologia con la familia de las hidralisinas. Ademas, se encontré que el extracto acuoso
de este cnidario fue letal para los ratones (LDsy = 17 pg proteina/g) e indujo dafios en tejidos de
pulmén, rifidn e higado, lo que resulta en una muerte lenta. Este efecto se pierde al incubar el extracto a
una temperatura de ebullicion. Las citolisinas de M. alcicornis también provocaron la disociacion en
los tejidos de Artemia salina, lo que probablemente es atribuido a los mecanismos de formacion de
poros de estas proteinas. Por otro lado, mediante un fraccionamiento cromatografico biodirigido,
utilizando cromatografia de intercambio idnico, exclusion y adsorcion en fase reversa, se obtuvieron
varias fracciones bioactivas: una de aproximadamente 40 kDa y otra con péptidos menores de 10 kDa,
con actividad hemolitica y excitatoria en el ileon; asi como una de aproximadamente 48 kDa con
actividad excitatoria. Las proteinas de ~ 40 kDa mostraron homologia con proteinas predichas de
cnidarios con actividad desconocida. Algunos de los péptidos mostraron homologia con la proteina
PCP que se encuentra en el simbionte Simbiodinium pilosum, y dos fragmentos mostraron homologia
con una toxina neurotoxica de Drisdalya coronoides. Estos resultados indican que en el extracto de
este hidrocoral se encuentran presentes toxinas proteicas hemoliticas y moduladoras de Ia

contractilidad intestinal que son termolabiles.



ABSTRACT

Millepora alcicornis is a branching hydrocoral common throughout the Caribbean Sea.
Like other members of this genus, this species is capable of inducing skin eruptions and blisters with
severe pain after contact. In the present study, we found that the hemolytic proteins present in the
aqueous extract of M. alcicornis are thermolabile cytolysins, stable to pH changes, and whose activity
is calcium-dependent. We also found that some of these hemolysins detected in the aqueous extract by
zymography, are proteins of approximately 28 — 30 kDa with PLA, activity and, proteins of
approximately 200 kDa that do not elicit enzymatic activity and possibly act by a mechanism of
membrane pore formation. Additionally, partial identification of the primary structure of a hemolysin
of approximately 30 kDa showing homology with the family of hydralisins was achieved. It was also

found that the aqueous extract of this cnidarian was lethal to mice (LD5y = 17 pg protein/g), and

induced kidney, liver, and lung damages, resulting in a slow death of mice. Under denaturing
conditions, the aqueous extract completely lost its toxic activity. M. alcicornis cytolysins also
provoked tissue dissociation in Artemia salina nauplii, which might be attributed to pore forming
mechanisms. On the other hand, a bioassay-guided chromatographic analysis of the M. alcicornis
aqueous extract, using ion exchange chromatography, exclusion, and reversed phase adsorption, led to
the isolation of several bioactive fractions: one of them, of approximately 40 kDa and another with
peptides with molecular weight less than 10 kDa, which induced hemolisis and excitatory activity in
the guinea pig ileum. Another fraction, of approximately 48 kDa, only induced excitatory activity in
the ileum. The ~ 40 kDa-proteins shared homology with cnidarian predicted proteins of unknown
activity. Some peptides showed homology with the PCP protein found in Simbiodinium pilosum and
two fragments showed homology with a neurotoxic toxin of Drisdalya coronoides. These results
indicate that the aqueous extract of M. alcicornis primarily contains thermolabile toxins with hemolytic

activity, and some of them are able to modulate intestinal contractility.



1 INTRODUCCION

Los hidrocorales del género Millepora son cominmente conocidos como corales de fuego,
debido a que al entrar en contacto con la piel de los humanos provocan lesiones parecidas a
quemaduras (Camarasa et al. 1993; Tardent 1995; Lewis 2006); también se ha reportado que las
toxinas de Millepora son capaces de producir efectos toxicos sistémicos que incluyen dafio renal y
edema pulmonar (Prasad et al. 2006). Las especies de este género se encuentran entre los principales
constructores de esqueletos de carbonato de calcio en los arrecifes de coral de todo el mundo y en el
Caribe Mexicano abundan las especies M. squarrosa, M. alcicornis y M. complanata (Lewis 2006).

Las escasas investigaciones realizadas sobre especies del género Millepora han demostrado
que sus toxinas presentan efectos letales en ratones y tienen actividad hemolitica y dermonecrdtica
(Middlebrook et al. 1971; Wittle et al. 1974; Wittle & Wheeler 1974; Radwan 2002; Radwan &
Aboul-Dahab 2004). Una de las especies que ha sido estudiada por nuestro grupo de trabajo es M.
complanata, cuyas toxinas producen un efecto excitatorio sobre las contracciones espontaneas del ileon
aislado de cobayo y sobre el tono del musculo liso de aorta de rata (Rojas et al. 2002; Ibarra-Alvarado
et al. 2007). El extracto acuoso preparado a partir de este hidrocoral también presenta actividad de
fosfolipasa A, (PLA,) y hemolitica (Ibarra-Alvarado et al. 2007). En estudios mas recientes, llevados a
cabo en nuestro laboratorio con M. complanata 'y M. alcicornis, en los que se evaluaron los efectos del
blanqueamiento sobre las actividades hemolitica, vasoconstrictora y de PLA,, se encontr6 que las
actividades hemolitica y de PLA, disminuyen, pero no desaparecen; de igual manera, la actividad
vasoconstrictora tampoco se ve afectada, lo cual sugiere que la presencia y/o la ausencia de los
simbiontes no afecta de manera significativa los efectos farmacolégicos y toxicoldgicos inducidos por
los extractos de estas especies (Garcia-Arredondo et al. 2011).

En nuestro laboratorio también se han llevado a cabo otros estudios preliminares sobre M.
alcicornis. Estos estudios han demostrado que el extracto acuoso de esta especie induce un efecto
bifasico sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo. La primera fase de este efecto
comprende una inhibicion inicial del tono y de la amplitud de las contracciones del musculo liso,
mientras que la segunda fase incluye un aumento en el tono del ileon. También se encontr6 que al
incubar el extracto a 50° C y 80° C el efecto inhibitorio se conservaba, pero el efecto excitatorio
desaparecia. Estos resultados sugieren que M. alcicornis produce toxinas termolébiles, seguramente
péptidos o proteinas, que provocan un efecto excitatorio en el ileon, asi como también compuestos

termoestables responsables del efecto inhibitorio.



Con el objeto de iniciar la separacion de los compuestos responsables de los efectos
farmacologicos observados, el extracto se sometido a un fraccionamiento cromatografico, mediante
FPLC, utilizando una columna de intercambio i6nico, empaquetada con DEAE celulosa y equilibrada
con un amortiguador de acetato de amonio 10 mM, pH 7. La columna se eluyé con un gradiente
escalonado de una solucion amortiguadora de acetato de amonio 10 mM y NaCl 1 M, pH 7. Se
obtuvieron dos fracciones y se evaluaron en el modelo de ileon. Los resultados mostraron que los
compuestos contenidos en la fraccion con menor tiempo de retenciéon en la columna tenian un efecto
inhibitorio sobre las contracciones espontaneas del ileon, y los compuestos presentes en la fraccion con
mayor tiempo de retencion en la columna tenian un efecto excitatorio.

Con base en estos resultados, resulta evidente que es importante continuar con el estudio
quimico y farmacologico del hidrocoral M. alcicornis, el cual constituye una fuente potencial valiosa
para la busqueda de nuevos compuestos bioactivos con posibles aplicaciones en el area farmacéutica y
biotecnologica. En este trabajo se evalud la letalidad del extracto acuoso, la toxicidad sistémica y los
efectos histopatologicos inducidos por el extracto acuoso de M. alcicornis colectado en el Caribe
Mexicano. También evaluamos la toxicidad de este extracto en nauplios de Artemia salina. Los dafos
producidos por el extracto en los crustdceos y en membranas de eritrocitos de rata se analizaron por
microscopia de escaneo electronico (SEM) y microscopia de transmision electronica (TEM). Ademas,
reportamos por primera vez los pesos moleculares de las toxinas responsables de las actividades
hemoliticas y de PLA, Adicionalmente, se logré la identificacion parcial de la estructura primaria de
una hemolisina de aproximadamente 30 kDa que muestra homologia con la familia de las hidralisinas.
Por otro lado, realizamos un analisis cromatografico biodirigido, utilizando cromatografia de
intercambio i6nico, exclusiéon molecular por gel permeable y adsorcion en fase reversa a partir del cual
obtuvimos varias fracciones bioactivas que presentaron actividades hemoliticas y excitatorias. De estas
fracciones se identificaron algunas proteinas y péptidos; una de estas proteinas mostrdé homologia con
proteinas predichas de cnidarios con actividad desconocida. Algunos de los péptidos mostraron
homologia con la proteina de unidn a la clorofila (PCP) que se encuentra en el simbionte S. pilosum, y
dos fragmentos mostraron homologia con una toxina neurotoxica de D. coronoides. Para entender
mejor sus actividades farmacologicas y toxicoldgicas, es importante continuar con la purificacion de
las citolisinas producidas por los organismos del género Millepora, asi como con la caracterizacion de

su mecanismo de accion.



2 ANTECEDENTES

2.1 Generalidades del phylum Cnidaria

El phylum Cnidaria incluye organismos que se encuentran entre los animales mas venenosos;
se han identificado a mas de 11,000 especies, de las cuales 7,500 pertenecen a la clase Anthozoa
(Rocha et al. 2011).

Este phylum estd dividido en dos grupos taxondémicos, Anthozoa y Medusozoa. En el grupo
Anthozoa se encuentran todos los miembros de la clase Anthozoa (anémonas, corales pétreos, corales
blandos y otros), y en Medusozoa las cuatro clases restantes: Scyphozoa (medusas verdaderas),
Cubozoa (cubomedusas), Staurozoa (clase recientemente definida que incluye la stauromedusa), e
Hydrozoa (hidroides, la fragata portuguesa, la medusa vela, los corales de fuego y otros). Por
secuenciacion de DNA, filogenéticamente, se ha determinado a la clase Anthozoa como el grupo basal,
que contiene DNA mitocondrial circular, mientras que las demas clases tienen una molécula lineal
(Frazdo et al. 2012).

Los cnidarios representan los niveles mas primitivos de organizaciéon multicelular. Su
arquitectura corporal tiene una simetria radial (aunque algunos son asimétricos y otros tienen una
organizacion biradial o bilateral) y es diploblastica (consiste de dos capas germinales, ectodermo y
endodermo, diferenciadas como epidermis y gastrodermis); estas capas se separan por una matriz no
celular llamada mesoglea, que es sintetizada por ambas capas epiteliales y que consiste de al menos
tres principales componentes: colageno tipo I y IV, laminina y fibrolectina (Epp et al. 1986; Sarras et
al. 1988). Contienen una cavidad gastrovascular o celenterdn, que consiste en una sola abertura que
funciona como boca y ano y estd rodeada de un numero variable de tentaculos cargados de
nematocistos (Technau & Steele 2011). Los cnidarios tienen un nimero restringido de tipos celulares
somaticos, incluyendo tipos celulares altamente especializados como células sensoriales y nerviosas,
células intersticiales que son células auto reproductivas omnipresentes que originan nematoblastos, los
que al madurar daran lugar a los cnidocitos; estos ultimos son células urticantes de las mas sofisticadas
en el reino animal. Los cnidarios son principalmente predadores, aunque ciertas especies también

pueden atrapar animales muertos u obtener compuestos de algas simbiontes.

2.2 Ciclo de vida de los cnidarios
En los organismos de ambos grupos, Medusozoa y Anthozoa, sus ciclos de vida comprenden

una fase de gemacion asexual y una de reproduccion sexual. En las especies de Medusozoa, la medusa



adulto posee ambos sexos, y su huevo fertilizado o zigoto es retenido en la cavidad gastrica de la
fémina (Freeman & Miller 1982; Galliot & Schmid 2002). Sin embargo, en los antozoos, las colonias
de poélipos pueden ser de un solo sexo o ambos (Hand & Uhlinger 1992). Su ciclo de vida es
principalmente de dos tipos: en los Anthozoa, el polipo es la forma productora del gameto, y su ciclo
de vida comprende las siguientes fases: embrion — larva — pdlipo; en los Medusozoa, generalmente
el ciclo incluye las fases: embrién — larva — polipo — medusa, en donde la medusa es tipicamente la
forma sexual (Technau & Steele 2011). Aunque este es el esquema general de sus ciclos de vida,
existen considerables variaciones entre los organismos.

El ciclo de vida de los Hidrozoos incluye un estado de pdélipo, cuya reproduccion puede ser
asexual o sexual y un estado de medusa, cuya reproduccion es sexual, aunque algunas veces sélo se
presenta uno de los dos estados. Por otra parte, los miembros de las clases Scyphozoa y Cubozoa
normalmente se presentan en estado de medusa y viven de manera independiente; todos son marinos,
su reproduccion es sexual cuando estin en estado de medusa, y asexual cuando estan en estado de
polipo; el pdlipo subsecuentemente se transforma completamente en una medusa solitaria sexual
(Collins 2002).

Los miembros de la clase Hydrozoa habitan en ambientes marinos y de agua dulce y pueden
vivir de manera independiente. Cuando se encuentran en forma de polipos, éstos pueden ser solitarios o
coloniales; si son coloniales éstos pueden ser mono morficos o polimoérficos, y pueden o no formar un
esqueleto calcareo; también pueden ser bénticos o pelagicos, y pueden o no presentar tentaculos (Daly
et al. 2007). Las especies de la clase Anthozoa son exclusivamente polipoides y pueden ser coloniales
o solitarios, sin o con esqueleto mineralizado y/o proteinico y todos son marinos (Nevalainen et al.

2004; Fautin et al. 2005).

2.3 Simbiosis

Casi todos los cnidarios forman una asociacion mutualista con algas dinoflageladas simbiontes
del género Symbiodinium, también conocidas como zooxantelas (Van Oppen 2007). Estas algas
simbiontes se alojan en los tejidos de los corales en densidades de mas de 10° por cm?® (Berkelmans &
Van Oppen 2006). El género Symbiodinium es extremadamente diverso; los estudios genéticos que se
han llevado a cabo para estudiar su variabilidad, entre ellos el uso de DNA ribosomal 18S y DNA de
cloroplastos, han hecho que se adopte un sistema de clasificacion que divide el género en varios
grandes grupos filogenéticos (A-H), cada uno de los cuales comprende multiples especies y cepas o
tipos (Baker 2003; Coffroth & Santos 2005; Berkelmans & Van Oppen 2006). Los corales

generalmente se asocian con un tipo de zooxantela, aunque se ha reportado que un cnidario puede



albergar a mas de un simbionte (Baker 2003; Berkelmans & Van Oppen 2006; Van Oppen 2007), lo
que parece proporcionarles ventajas ecoldgicas, como se ha reportado para holobiontes (hospedero y
simbionte) con simbiontes del grupo D, que son més resistentes a estrés térmico o que han sobrevivido
a episodios repetidos de blanqueamiento (Glynn et al. 2001; Rowan 2004; Tchernov et al. 2004). En la
clase Hydrozoa predomina el tipo C.

Las zooxantelas proveen el 90 - 95% del requerimiento nutricional de los cnidarios a través de
la fotosintesis, cuyos productos metabdlicos ayudan a la calcificacion y aportan oxigeno, carbono,
compuestos de N y azucares a sus hospederos (Baker 2003; Berkelmans & Van Oppen 2006; Van
Oppen 2007). Ademads, los pigmentos que producen las zooxantelas protegen a los cnidarios de los
rayos UV. A su vez, los simbiontes utilizan los productos de desecho de los cnidarios, tales como el
CO,, para la respiracion y la fotosintesis. De manera adicional, las zooxantelas utilizan vitaminas y
otros compuestos organicos e inorganicos producidos por los cnidarios. La presencia de estas algas
simbiontes en los cnidarios limita su existencia a aguas relativamente poco profundas y claras, donde
hay suficiente luz para los requerimientos fotosintéticos del alga (Van Oppen 2007).

Por otro lado, es importante mencionar que las zooxantelas contienen compuestos bioactivos
de interés terapéutico; algunos estudios bioquimicos han reportado la presencia de macrolactonas
polihidroxiétilénicas (zooxantelatoxinas y zooxantelamidas) que tienen actividad farmacolédgica
(Nakamura et al. 1993; Moriya et al. 1998; Moriya et al. 2001; Onodera et al. 2005), asi como
derivados de acidos grasos con actividad citotoxica contra algunas lineas celulares (Onodera et al.

2004).

2.4 Cnidocitos

El phylum Cnidaria se caracteriza por la presencia de células altamente especializadas
llamadas cnidocitos, los cuales se producen en invaginaciones de las células ectodérmicas (Tardent
1995) y sintetizan en su citoplasma un organulo unico llamado cnidocisto (o cnida) en forma de una
diminuta cépsula con un filamento tubular enrollado en el interior. Al haber un estimulo quimico o
mecanico, la célula descarga su capsula en una exocitosis explosiva y en este proceso, la capsula
evagina el filamento tubular. Dependiendo de su composicién y morfologia, los cnidocistos descritos a
la fecha se han clasificado en tres principales tipos: nematocistos penetrantes, espirocistos envolventes
y pticocistos aglutinantes (Daly et al. 2007; Sanchez-Rodriguez & Lucio-Martinez 2011). Estos
orgéanulos son utilizadas por los cnidarios para defensa, predacion, adhesion, construccion estructural y
locomocién (Tardent 1995; Ozbek et al. 2009); en muchas revisiones, es comtin llamar nematocistos a

cualquier tipo de cnidocisto.



Los espirocistos solo se encuentran en la clase Anthozoa, son envolventes y se utilizan para
inmovilizar mecanicamente a la presa. Por otra parte, los pticocistos, encontrados solo en las anémonas
(también de la clase Anthozoa) en especies de Actiniaria y Ceriantharia (Ostman 2000; Jouiaei et al.
2015Db), carecen de espinas y tienen funcidon adhesiva y son utilizados para construir el tibulo en el que
viven (Ozbek et al. 2009). Los espirocistos pueden variar morfolégicamente entre las especies. La
pared de la céapsula del espirocisto es delgada y el tibulo evertido esta elipticamente empacado; su
tubulo no tiene espinas, contiene sustancias adherentes e higroscopicas que inmovilizan a su presa
mecanicamente (Jouiaei et al. 2015b).

Los nematocistos, que contienen toxinas, se encuentran en todos los cnidarios y son los mas
variables en morfologia y funcion. Son usados para capturar a sus presas o para funciones de defensa,
como repeler predadores y competencia por el espacio intra e inter especies (Hidaka 1993; Tardent
1995; Ozbek et al. 2009; Jouiaei et al. 2015b). La mayoria de las veces, los nematocistos se localizan
en los tentaculos, aunque también se encuentran en la superficie externa de la campana de algunas
especies, en los brazos orales o en el estobmago para la digestion o parélisis, en el acrorragio de los
Actiniidae donde son usados para competencia y en los acontios para defensa o paralisis de la presa
(Jouiaei et al. 2015b).

El nematocisto es una prolongacion del aparato de Golgi; consiste de una capsula proteica que
puede diferir en tamafio (5-10 mm) y forma (redonda o cilindrica) y un filamento tubular enrollado en
el interior, que es una continuacion del extremo estrechado de la capsula, puede presentar espinas o
apéndices (Teragawa & Bode 1995; Beckmann & Ozbek 2012) y esta cubierta por una pequefia tapa u
opérculo (Teragawa & Bode 1995). Con excepcion de las especies de la clase Anthozoa, los cnidocitos
estan provistos de un cnidocilio, el cual es un organulo sensorial que al ser estimulado apropiadamente
produce la descarga del nematocisto (Tardent 1995). Aunque el cnidocilio reacciona principalmente
ante un estimulo mecanico, su sensibilidad esta influenciada por quimiorreceptores. De tal manera que
se requiere de una combinacion de estimulos mecanicos y quimicos para el reconocimiento de la presa
o depredador y la descarga de las toxinas (Watson & Hessinger 1989). El proceso de descarga de los
nematocistos es uno de los eventos mas rapidos conocidos en el reino animal y genera una aceleracion
de mas de 5 millones de g (g = 9.81m/s”) (Beckmann & Ozbek 2012). En los estenoletes de las hidras,
que es el hidroide més estudiado, este proceso de eversion del tibulo toma menos de tres milisegundos.
Las fuerzas involucradas son generadas en parte, por la tension almacenada en el compartimento
estructural colagenoso y por otro lado, por la presion intracapsular osmdticamente generada, la cual
puede alcanzar los 150 bares (1.5x107 Pa). Esta presiéon osmotica se origina por la presencia de

cationes inorganicos como NH*', Co*", Fe**, K*, Mg*" y Ca®" y polianiones raros como poli-gama-



glutamatos, los cuales son adicionados durante la maduracion ( Tardent 1995; Beckmann & Ozbek
2012).

Debido a que los cnidocitos son incapaces de regenerar sus cnidocistos expulsados, tienen que
ser remplazados por nuevas células derivadas por diferenciacion de células madre pluripotentes
(células intersticiales). Por lo tanto, los cnidarios invierten una gran fraccion de su energia en el
mantenimiento de su repertorio de cnidocistos, el cual es constantemente renovado (Beckmann &
Ozbek 2012).

La formacion del cnidocisto tiene lugar en el citoplasma del cnidocito con la formacion de una
vesicula primordial que crece por adiciéon de vesiculas llenas de proteina provenientes del aparato de
Golgi (Holstein 1981). En la hidra, los nematocistos se desarrollan en la columna del cuerpo y, cuando
maduran, migran a su destino, que es principalmente los tentdculos y ahi se incorporan a células
llamadas bateria. En algunos cnidarios, los cnidocitos funcionales también pueden encontrarse en otras
partes del cuerpo del animal.

Los diferentes tipos de cnidocistos no estdn igualmente distribuidos entre las diferentes
especies, los hidrozoos poseen la mayor complejidad estructural (David et a/. 2008). La hidra posee
cuatro tipos diferentes de capsulas, los estenoletes grandes que contienen grandes espinas en la parte
basal del filamento, las atricos y holotricos isorriza que se usan para union a superficies y atrapar
organismos, y pequefios desmonemas, que se enrollan fuertemente alrededor de los apéndices de la
presa después de la descarga.

Cuando los nematocistos tienen contacto con los humanos, penetran la piel de las victimas e
inyectan las toxinas que producen diversos sintomas que van desde una leve comezon hasta un gran
dolor e incluso la muerte, segun la especie. Por este motivo se le ha dado una gran importancia al

estudio de las toxinas presentes en los nematocistos de las diferentes clases de cnidarios.

2.5 Compuestos bioactivos de naturaleza no proteica producidos por organismos del Phylum
Cnidaria

Ademds de producir toxinas, los cnidarios son una fuente importante de compuestos
bioactivos. Muchos de éstos son considerados muy prometedores desde un punto de vista terapéutico,
debido a que se les han demostrado diversas actividades farmacologicas: entre las que destacan
actividad antitumural, anti-inflamatoria, antibacteriana, entre otras (Rocha ef al. 2011).

La clase Anthozoa comprende dos terceras partes del total de las especies de cnidarios, por lo
que su aportacion en el descubrimiento de compuestos bioactivos también es mayoritaria. En los

ordenes Alcyonacea (en donde se encuentran los corales suaves), y Gorgonacea (que contempla a las



gorgonias), se han encontrado la mayor cantidad de compuestos bioactivos. Sin embargo, también en
los ordenes Actiniaria (medusas) y Sclerotinia (corales duros), se han encontrado muchos compuestos
con potencial terapéutico (Rocha et al. 2011).

Entre los compuestos mas promisorios que se han aislado a partir de organismos de la clase
Anthozoa se encuentran: 1. Terpenos, que incluyen sesquiterpenos y diterpenos, entre los que destacan
los cembranoides; 2. Esteroides y prostanoides y 3. Policétidos. Estos metabolitos presentan diversas
actividades biologicas, tales como: anti-tumoral, anti-inflamatoria, anti-VIH, anti-ulcerosa, anti-
microbiana, anti-incrustante y efecto sobre el sistema nervioso. Estos metabolitos se han identificado a
partir de especies de corales suaves que incluyen los géneros Klyxum, Lobophytum, Sinularia,
Sarcophyton, Dendronephthya, Nephthea, Asterospicularia, Cespitularia, Xenia, entre otros (Strukelj
et al. 2000; Grote et al. 2008; Wang et al. 2008; Chao et al. 2009; Cheng et al. 2009; Lin et al. 2009;
Rocha et al. 2011; Chen et al. 2012; Lin et al. 2013; Burhan et al. 2014; Chen et al. 2015; Zubair ef al.
2015).

En las gorgonias, las especies de los géneros Briareum, Junceella, Leptogorgia,
Pseudopterogorgia, Isis, Eunicella y Euplexaura, contienen metabolitos, tales como diterpenoides,
piridinas, esteroles y lipidos, los cuales han mostrado poseer efectos anti-inflamatorio, anti-malarico,
anti-incrustante, anti-tumoral, anti-tuberculoso y anti-microbiano (Gerhart et al. 1988; Garzon et al.
2005; Berrué et al. 2011; Chen et al. 2011; Sheu et al. 2014).

Por otra parte, en los corales duros Tubastrea sp. se han encontrado alcaloides con actividad
anti-malarica (Fontana et al. 1998) y a partir de Cladocora caespitosa se han aislado sesterpenoides
con potente actividad anti-inflamatoria (Miyaoka et al. 2006).

En esta clase se encuentra también una de las toxinas mas potentes encontradas en los
organismos marinos, la palitoxina, que se identificé por primera vez en el coral Palythoa toxica (Moore
& Scheuer 1971), y que posteriormente, se encontrd en otros corales del género Palythoa, asi como en
algunas anémonas (Deeds & Schwartz 2010). La palitoxina es un polialcohol con 3 atomos de
nitrégeno en su estructura, un peso molecular de 2680 Da y una DLs, en conejos de 25 ng/Kg de peso.
La palitoxina se une a la bomba ATPasa de Na+/K+ y la convierte en un canal permeable a cationes
monovalentes, resultando en una salida de K* y entrada de Na", por lo que despolariza las membranas y
produce una serie de efectos adversos (Patocka et al. 2015).

En lo que respecta a organismos de la clase Hydrozoa, en éstos se han encontrado compuestos
de gran interés terapéutico, como los policétidos denominados anulinas A, B y C, aislados a partir del
hidroide Garveia annulata y que mostraron un potente efecto inhibidor de la indolamina 2,3-

dioxigenasa (IDO), implicada en la evasion del rechazo inmune mediado por células T (Muller ef al.



2005; Pereira et al. 2006). En el hidroide Solanderia secunda, también se detectaron unos compuestos
del tipo ciclopropil oxilipina, llamados solandelactonas C, D y G que mostraron moderada actividad
inhibitoria de la farnesil transferasa, la cual esta asociada con la diferenciacion y proliferacion celular

(Seo et al. 1996).

2.6 Toxinas peptidicas producidas por organismos del Phylum Cnidaria

Una de las caracteristicas distintivas de los organismos del Phylum Cnidaria es la sintesis de
toxinas peptidicas que son almacenadas en los cnidocistos o bien, se encuentran fuera de estos. Los
nematocistos contienen un coctel de toxinas ademads de otros componentes que incluyen lipidos, sales y
otros compuestos orgédnicos. Las toxinas de los cnidarios presentan actividades cardiotoxicas,
neurotoxicas, miotoxicas, hemoliticas y dermonecrdticas (Mariottini et al. 2015). Algunas de estas
toxinas, como los péptidos Kunits, presentan similitud con otras que se han encontrado en otros
animales marinos y terrestres (Jouiaei et al. 2015b).

A la fecha, la mayoria de los estudios relacionados con las toxinas de los cnidarios se han
enfocado en las especies de la clase Anthozoa, especialmente en las anémonas, a partir de las cuales se
han purificado dos grandes grupos de toxinas: las citolisinas y las neurotoxinas. Las citolisinas pueden
tener actividad de formacion de poros en las membranas citoplasmaticas o actividad enzimatica
(Anderluh & Macek 2002).

No todas las toxinas de los cnidarios se encuentran en los nematocistos; al parecer estas toxinas
externas contienen una region sefial comun en la mayoria de éstas, que puede o no transportarlas y
dirigirlas a los cnidocistos maduros. Entre el péptido sefal y la region madura, existe una region,
llamada proparte, de 9-17 residuos que casi siempre termina en Lys-Arg que puede o no estar en
tandem (Anderluh et al. 2000; Nagai et al. 2002a; Moran et al. 2008), y que estd compuesta en su

mayoria por aminoacidos acidos.

2.6.1 Enzimas
2.6.1.1 Enzimas con actividad de fosfolipasa A, (PLA;)

Las enzimas con actividad de PLA, catalizan la hidrdlisis de glicerofosfolipidos en la posicion
sn-3 para liberar acidos grasos libres y lisofosfolipidos (Frazdo ef al. 2012). La importancia de las
PLA,; radica en su capacidad de estar siempre presentes en los tejidos de los mamiferos como parte de
las funciones corporales vitales de los organismos, actuando en el catabolismo lipidico, proceso de

inflamacion, transduccion de sefales y remodelacion de fosfolipidos (Six & Dennis 2000).



Las PLA,; se clasifican en familias que incluyen a las fosfolipasas A,, cuya actividad depende
de calcio y que a su vez se dividen en: a) fosfolipasas secretadas (sPLA,) y fosfolipasas A, citosdlicas
(cPLA,), y b) las fosfolipasas A, que no requieren de calcio (iPLA;). Las sPLA, tienen bajos pesos
moleculares (normalmente de 14-19 kDa), las cPLA; tienen mayores pesos moleculares (85 kDa) y las
iPLA, también tienen pesos moleculares de aproximadamente 85 kDa (Dennis 1994; Murakami &
Kudo 2002). Existe también un sistema de agrupacién de las PLA; basado en cuatro criterios y que ha
permitido la obtencion de 11 grupos (I - XI): Primero, la enzima debe catalizar la hidrolisis del enlace
éster sn-2 de un sustrato fosfolipidico natural. Segundo, se debe conocer la secuencia completa de
aminodcidos de la proteina madura. Tercero, cada grupo debe incluir todas las enzimas que tienen una
similitud en su secuencia facilmente identificable. Cuarto, variantes en el sitio activo catalitico del
mismo gen, se clasifican en el mismo grupo y subgrupo, pero se distinguen usando niimeros arabigos
(Six & Dennis 2000).

Las sPLA, secretadas por el pancreas funcionan como enzimas digestivas, y otras son
componentes de venenos de animales de diferentes linajes como reptiles, centipedos, insectos,
aracnidos, moluscos, cnidarios y cefalopodos. La razon por la cual se encuentran en los venenos de los
cnidarios, es principalmente como defensa e inmovilizacion y para la digestion de sus presas (Talvinen
& Nevalainen 2002; Nevalainen ef al. 2004).

Las PLA, presentan una amplia variedad de efectos farmacologicos que incluyen acciones
neurotoxicas (son neurotoxinas presinapticas que bloquean las terminales nerviosas uniéndose a las
membranas nerviosas) y efectos enzimaticos, hidrolizando los lipidos estables de las membranas. Los
productos que se generan por la hidroélisis ya no pueden formar bicapas, lo que lleva a cambios en la
conformacion de las membranas (Frazdo et al. 2012). Otros efectos toxicos de la PLA, incluyen
actividad cardiotdxica, anti-plaquetaria, hemolitica, hemorragica, mionecrdtica, anti-coagulante,
convulsiva, hipotensiva e inflamatoria (Ali et al. 1999; Zuliani et al. 2005; Kordi§ 2011). Se ha
propuesto que estos efectos toxicos provocados por las PLA,, son independientes de la accion catalitica
y se deben a la interaccion de sitios en la toxina, que no involucran el sitio catalitico, con “receptores”
localizados en las membranas de las células o tejidos blancos. Estos sitios no cataliticos se han
denominado “sitios farmacologicos” de las PLA, (Kini 2005; Rouault ez al. 2006; Kordis 2011).

Son pocas las PLA, que se han reportado de cnidarios, y menos atin las que se han estudiado a
profundidad. Grotendorst & Hessinger (2000) reportaron que el veneno de Aiptasia pallida poseia
actividad hemolitica producida por al menos tres proteinas que actfian sinérgicamente; una de éstas es
una PLA, que existe en dos formas a y B, la forma [ es la proteina que contribuye al 80% de la

actividad enzimatica. También se reportd actividad de PLA, en un extracto crudo de la anémona
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Urcinia piscivora que mostrd una potente actividad hemolitica en eritrocitos de rata, cobayo, perro y en
humanos; esta actividad hemolitica fue inhibida por esfingomielina, pero no fue inhibida por
colesterol. Esta toxina también produjo citotoxicidad sobre diferentes lineas celulares, asi como un
efecto inotrdpico; ademads, causa hemorragia y necrosis por dilatacion de los vasos sanguineos en la
piel y debilitamiento vascular de fluidos y ruptura de las paredes alveolares de los pulmones. Es
interesante hacer notar que esta proteina estructuralmente es similar a la PLA, de la vibora Bungarus
multicinctus, pero no tiene actividad enzimadtica (Cline 1997; Cline ef al. 1995). Mas recientemente, se
han purificado y caracterizado varias PLA, de otras anémonas, como las PLA, purificadas de la
anémona Bunodosoma caissarum, una de las cuales mostré6 un peso molecular de 14.7 kDa, en
espectrometria de masas y presentd alta similitud con proteinas aisladas del lagarto Mexicano
pertenecientes al grupo III, y con la PLA, del veneno de abeja; esta enzima mostré efectos en la
funcidon renal e indujo secrecion de insulina en condiciones de altas concentraciones de glucosa
(Martins et al. 2009). Las PLA, de ~14 kDa inductoras de edema (Anch TX1 y Anch TX-II) de la
anémona Anthothoe chilensis mostraron alta similitud con PLA, de anémonas y de otros animales, de
los grupos I, I y III (Landucci ef al. 2012). En el estudio de las PLA, también se han reportado
mejoras en su proceso de purificacion, lo que conlleva a la obtencién de mayores rendimientos de las
enzimas, asi como una mayor actividad. Tal es el caso de las isotoxinas Stl y StII purificadas del
extracto acuoso de la anémona Stichodactila helianthus (del Monte-Martinez et al. 2014).

La primer PLA, secuenciada completamente es AcPLA2 de Adamsia carciniopados que
mostrd poca similitud con otras PLA; conocidas (30-42%) y se definié como una nueva clase de PLA,
(Talvinen & Nevalainen 2002). De Urticina crassicornis también se identificé una PLA; homologa a la
AcPLA, y similar a la sPLA; neurotéxica de serpientes de la familia Elapidae; esta PLA, tiene ademas
algunas caracteristicas muy particulares que también se han detectado en toxinas de Nematostella
vectensis (Razpotnik et al. 2009) y de Candilactis gigantea de Cuba; se encontrdé que su PLA, basica
tiene un 84% y un 61% de similitud con las PLAs de 4. carcinoapados y N. vectensis respectivamente,
asi como 43 y 42% de similitud con las PLA, de Vipera ruselli russelli y Bothrops jararacussu
respectivamente (Romero ef al. 2010).

En un estudio realizado en el 2004 con diferentes cnidarios se reportaron interesantes
descubrimientos, como altos niveles de actividad de PLA; en los tejidos de organismos de Millepora

sp. en comparacion con los de otros cnidarios (Nevalainen et al. 2004).
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2.6.1.2 Metaloproteasas

Las metaloproteasas generalmente conocidas como componentes de venenos en animales
terrestres, producen hemorragia y necrosis, degradando la matriz extracelular y evitando la coagulacion
de la sangre (Fox & Serrano 2005; Fry et al. 2009), lo que se ha asociado con varios de los sintomas
que producen los cnidarios, como dafio en la piel, edema, formacion de &mpulas, mionecrosis e
inflamacién (Fox & Serrano 2005; Jouiaei ef al. 2015b). En los venenos de algunos cnidarios también
se han detectado estas enzimas como en las medusas Stomolophus meleagris y Chironex fleckeri.
Mediante analisis zimograficos, utilizando diferentes sustratos, también se han identificado otros
efectos proteoliticos, como actividad gelatinolitica, caseinolitica y fibrinolitica en los venenos de
cuatro medusas, incluyendo Nemopilema nomurai, Rhopilema esculenta, Cyanea nozakii y Aurelia
aurita; estas enzimas tienen rangos de pesos moleculares entre 17 y 130 kDa. Cuando los venenos se
trataron con 1,10-fenantrolina, la mayoria de estas actividades desaparecieron, sugiriendo que las
enzimas pertenecen a las metaloproteinasas (Lee ef al. 2011). En N. vectensis también se detectaron
metaloproteasas dependientes de zinc, detectadas en el veneno de los nematocistos y en células

glandulares (Moran et al. 2013).

2.6.2 Toxinas formadoras de poros

Las toxinas formadoras de poros o porinas, son moléculas unicas por su capacidad de insertarse
espontaneamente en las membranas plasmadticas, formando canales hidrofilicos. Las toxinas se
encuentran en el veneno exhibiendo una estructura monomérica estable que es soluble en agua y que se
une a los receptores en las células blanco; posteriormente adopta una estructura de uniéon a la
membrana que consiste de moléculas oligoméricas que forman poros membranales (Anderluh et al.
2011). Dependiendo del tipo de estructura secundaria que adopten para penetrar la membrana y formar
el poro, las porinas se identifican como o-PFTs que son ricas en 0-hélices y forman estructuras en
forma de barriles a y las B-PFTs ricas en hojas 3, éstas forman poros en forma de barriles 3. Estas

citolisinas tienen propiedades cardioestimulantes, dermonecréticas y actividad antihistaminica.

2.6.2.1 Citolisinas de anémonas

Las citolisinas de las anémonas se han clasificado, de manera general, en cuatro grupos
dependiendo de su peso molecular y su mecanismo de accion. Los grupos I, Il y IV comprenden
citolisinas formadoras de poros, en tanto que el grupo III esta formado por citolisinas con actividad de
fosfolipasa A,, que ya se mencionaron anteriormente (Bernheimer & Avigad 1976; Hessinger &

Lenhoff 1976; Macek & Lebez 1988; Zykova et al. 1998).
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Las citolisinas del grupo I son péptidos de 5-8 kDa y algunos ejemplos de estas citolisinas son
las que se purificaron a partir de las anémonas Tealia felina y Radianthus macrodactylus, las cuales
forman poros en membranas que contienen fosfatidilcolina y tienen actividad antihistaminica. Estas
citolisinas son menos hemoliticas que las del tipo II.

El grupo I es el mas numeroso y comprende proteinas basicas de aproximadamente 20 kDa,
entre las que destacan las actinoporinas presentes en Anthozoa ¢ Hydrozoa.

El mecanismo de penetracion de las actinoporinas involucra varios pasos, primero, la toxina se
une a la membrana por un sitio de reconocimiento de esfingomielina, para lo que utiliza una region rica
en aminoacidos aromaticos y el adyacente sitio de union a fosfocolina. Posteriormente, la cara
hidrofébica N-terminal penetra en la interface de la membrana, esto acompafiado del extendimiento del
segmento N-terminal que se orienta en forma lateral a la membrana e incrementa la helicidad del
extremo N-terminal. Finalmente, la toxina oligomeriza en la superficie de la membrana por la insercion
de alfa hélices de tres o cuatro mondémeros formando el poro idnico (Kristan et al. 2009; Monastyrnaya
etal. 2010).

Este grupo incluye a las equinatoxinas, las esticolisinas y las magnificalisinas aisladas a partir
de Actinia equina, Stichodactyla helianthus y Heteractis magnifica, respectivamente. Estas citolisinas
forman poros selectivos a cationes con preferencia en membranas que contienen esfingomielina; los
poros hidrofilicos de alrededor de 1 nm provocan la hemolisis. Estas también son llamadas
actinoporinas y pertenecen a la unica familia de las a-PFTs; estas proteinas no tienen cisteinas y tienen
altos puntos isoeléctricos (>9.5) (Alvarez et al. 2009).

Las toxinas del grupo III como ya se menciono, son formadas por proteinas con o sin actividad
PLA, y tienen pesos moleculares entre 30 y 40 kDa, un ejemplo de este grupo son las proteinas
citoliticas del género Urticina de un peso molecular de ~28 kDa y un pl >9.8.

Finalmente, el grupo IV incluye citolisinas activadas por tiol con un peso molecular de 80 kDa,
incluye a la metridiolisina que tiene un peso molecular de 80 kDa y fue purificada de Metridium senile.
Esta toxina forma poros en membranas que contienen colesterol y fosfolipidos (Anderluh ef al. 1999;

Anderluh & Macek 2002).

2.6.2.2 Citolisinas de medusas y de otros cnidarios

Las citolisinas de medusas son las toxinas mas potentes y de muy rapida accion, estas toxinas
se han reportado en todos los cubozoos, incluyendo, entre otras a las siguientes: a) CAH1 de Carybdea
alata o como CaTX-A/B (Brinkman & Burnell 2007), b) CqTX-A de Chiropsalmus quadrigatus
(Nagai et al. 2002b), ¢) CfTX-1/2 y d) CfTX-A/B/Bt de Chironex flekeri; estas ultimas forman poros
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en eritrocitos humanos de 12 nm en el interior y 25 nm en el exterior provocando colapso
cardiovascular en un periodo de un minuto en ratas anestesiadas (Brinkman & Burnell 2007;
Yanagihara & Shohet 2012; Brinkman et al. 2014) . También en otros cnidarios se han reportado
citolisinas homologas a las de los cubozoos, como en Aurelia aurita, Hydra magnipapillata, Aiptasia
pallida, Hydractinia symbiolongicarpus ¢ Hydra vulgaris (Jouiaei et al. 2015b). Este tipo de citolisinas
son proteinas basicas con pesos moleculare de 40 — 46 kDa que contienen dominios a y . La
formacion hipotética del poro involucra la oligomerizacion de varias alfa hélices hidrofébicas y
anfifilicas en la region N-terminal de la toxina y se supone que ocurre una distorsion de la membrana
plasmatica, lo que produce la hemolisis y muerte (Nagai et al. 2000; Brinkman & Burnell 2007,
Brinkman ef al. 2014).

2.6.2.2.1 Hidralisinas

Recientemente se aislaron y caracterizaron las hidralisinas, una nueva familia de B-PFTs, a
partir de la hidra verde, Chlorohydra viridissima, que no se encuentran en los nematocistos. Estas son
débilmente hemoliticas, y selectivamente citotdxicas contra células de insectos, con un peso molecular
de aproximadamente 26 kDa (Zhang et al. 2003). Estructural y funcionalmente son parecidas a las
PFTs de bacterias y hongos. Al parecer, estas toxinas no estan involucradas en la captura de la presa,
sino que son expresadas por las células digestivas y secretadas durante la digestion, lisando y
desintegrando el tejido de la presa (Sher et al. 2005a). Estas toxinas no son activas en los fosfolipidos
de las membranas o carbohidratos, pero si se unen a receptores de membrana especificos para formar
los poros de un didmetro interno de aproximadamente 1.2 nm. (Sher et al. 2008). Su actividad
hemolitica no se ve afectada por la pre-incubacion de las proteinas con colesterol, esfingomielina,
fosfatidilcolina, galactosa, manosa o lactosa, lo que indica que estos componentes no son los blancos
primarios a los cuales se unen estas toxinas en las membranas (Anderluh et al. 2011). Otro tipo de
hidralisina encontradas en cnidarios es una aerolisina que es secretada de las células ectodermales de la

faringe de N. vectensis (Moran et al. 2012).

2.6.2.2.2 Complejo de ataque a la membrana y perforinas (MACPF)

Este grupo de B-PFT se ha detectado en los venenos de las anémonas Phyllodiscus semoni
(PsTX-60A y PsTX-60B) y Actinaria villosa (AvIX-60) (Nagai et al. 2002a; Nagai et al. 2002b;
Oshiro et al. 2004). Las proteinas del complejo de ataque a la membrana (MAC) han sido identificadas
en el sistema complementario y perforina (PF) producido por las células T y las células asesinas NK.

Estas proteinas crean un poro transmembranal en la célula blanco de méas de 20 nm e inician varias
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rutas de lisis celular y muerte (Voskoboinik ef al. 2010). Al igual que la perforina, estas toxinas poseen

un dominio tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) (Anderluh ef al. 2011).

2.6.3 Neurotoxinas de cnidarios

Las neurotoxinas son toxinas que act@ian sobre canales idnicos dependientes de voltaje, los
cuales son criticos para la transmision neuromuscular y representan un excelente objetivo para las
toxinas de una gran variedad de organismos vivos, incluyendo los cnidarios (Messerli & Greenberg
2006). Estas toxinas son un grupo de péptidos de bajo peso molecular, cuyo papel en los venenos es
inmovilizar a la presa rapidamente y defenderse de sus predadores (Jouiaei ef al. 2015b). Prolongan el
potencial de accion de las membranas excitables y no excitables, en las neuronas sensoriales y células
del musculo esquelético y cardiaco (Smith & Blumenthal 2007; Castafieda & Harvey 2009; Jouiaei et
al. 2015b), modificando el funcionamiento normal de los canales de sodio, evitando su inactivacion y
prolongando el estado abierto (Catterall et al. 2007; Smith & Blumenthal 2007; Mariottini et al. 2015)
o bloqueando la apertura de los canales de potasio, necesarios para la repolarizaciéon de las membranas
(Castafieda & Harvey 2009), lo que provoca la liberacion de neurotransmisores en forma excesiva en la
sinapsis neuronal y en las uniones neuromusculares, dafiando la transmision neuromuscular, lo que
produce espasmos seguidos de una flacidez paralitica y ocasionando la muerte (Jouiaei et al. 2015b).
Algunas neurotoxinas también son capaces de inhibir los potenciales pos-sinapticos (Mariottini & Pane
2013). Varios polipéptidos neurotéxicos de cnidarios bloquean unicamente el receptor vaniloide 1
(TRPV1) y el canal id6nico sensible a acido tipo 3 (ASIC3), que estd involucrado en la iniciacion y

transduccion del dolor e hiperalgesia (Jouiaei ef al. 2015b).

2.6.3.1 Toxinas que interaccionan con canales de sodio (NaTX)

Estos canales son péptidos transmembranales compuestos de varias subunidades. La subunidad
o, altamente conservada, estd compuesta de cuatro dominios homologos (D1-D4), y cada uno de éstos
contiene seis regiones transmembranales hidroboficas (S1-S6). Muchas toxinas de cnidarios,
escorpiones y arafias interaccionan con el sitio 3 del canal, que involucra el asa extracelular, entre los
segmentos transmembranales S3 y S4 en el dominio 4 (Cestéle & Catterall 2000; Messerli &
Greenberg 2006). Las toxinas, al parecer, se unen a este sitio, mediante interacciones electrostaticas
entre un grupo de aminoacidos basicos de la toxina con aminoacidos acidos del sitio 3 (Loret et al.
1994), bloqueando ¢l segmento S4 ¢ inhibiendo los cambios conformacionales necesarios para que el
canal se inactive rapidamente (Catterall ef al. 2007), lo que provoca la permanencia del estado abierto

del canal, prolonga la despolarizacion, ocasionando que se liberen cantidades anormales de
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neurotransmisor en la sinapsis. Estas toxinas se clasifican en tres grupos dependiendo de su secuencia
de aminoacidos (Frazdo et al. 2012; Jouiaei et al. 2015a; Jouiaei et al. 2015b).

Las toxinas del tipo I y II, son polipéptidos de 46-54 residuos, y hojas B antiparalelas con
cuatro cadenas y un asa altamente flexible llamada asa Arg-14. Otra caracteristica es que no poseen o-
hélices (Smith & Blumenthal 2007), son muy similares en sus secuencias y también comparten
funciones similares; entre estos dos tipos, hay un grupo de NATx que tiene una similitud parcial a los
dos tipos y ademas su mecanismo de accion es similar a estos dos grupos (Cariello ef al. 1989; Nesher
et al. 2013). Estos dos tipos de toxinas, tienen una localizacidon similar en las seis cisteinas y algunos
otros residuos que pudieran ser importantes en la actividad y estructura terciaria (Norton 2009), sus
secuencias C-terminal son basicas (Messerli & Greenberg 2006).

Las del tipo III son més pequeias y contienen de 27 - 32 aminoacidos y giros 8 y y. Las toxinas
de este tipo tienen en su superficie bioactiva principalmente residuos aromaticos que no se encuentran
en otras toxinas que se unen al sitio 3 (Moran et al. 2007), y han sido identificadas sélo en algunos
cnidarios (Messerli y Greenber, 2006). Tienen un mecanismo de accion similar al resto de las NaTx
pero sin las secuencias compartidas con el resto de los grupos (Moran et al. 2009); este grupo es muy
selectivo a canales de sodio de artrépodos (Moran et al. 2007; Jouiaei et al. 2015b).

Existe un cuarto grupo conocido solo como ‘“otras toxinas” que tienen secuencias de
aminoacidos que no son homologas a las de los otros tipos.

Las neurotoxinas de anémonas que interaccionan con Na, mas abundantes son las del tipo I,
entre las que se pueden mencionar los siguientes ejemplos: ATXI, ATXII y ATXV obtenidas de
Anemonia sulcata (Wunderer et al. 1976; Wunderer & Eulitz 1978; Scheffler et al. 1982; Stindker et
al. 20006); Aftl y Aftll purificadas de Anthopleura fuscoviridis (Sunahara et al. 1987); ApA y ApB
obtenidas de Anthopleura xanthogrammica (anémona gigante verde) (Kelso & Blumenthal 1998), Bgll
and Bglll producidas por Bunodosoma granulifera (Salceda et al. 2002), ApC de Anthopleura
elegantissima (anémona agregante) (Salceda et al. 2006) y CgNa de Condylactis gigantea (Salceda et
al. 2007). Ejemplos de toxinas del tipo Il son: Rp Il y III de Radianthus paumotensis (Schweitz et al.
1985), gigantoxina Il de Stichodactyla gigantea (Honma et al. 2003) y Sh I de Stichodactyla
helianthus (Kem et al. 1989).

Algunos ejemplos de toxinas tipo III son ATX-III and PaTX, que tienen tres y cuatro puentes
disulfuro respectivamente (Honma & Shiomi 2006). En el tipo IV se pueden mencionar a las
Calitoxinas 1 y II de Calliactis parasitica que tienen 79 residuos (Cariello et al. 1989; Spagnuolo et al.

1994). También se han purificado otras neurotoxinas que atin no han sido clasificadas dentro de alguno
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de los tipos; éstas incluyen a la Be Il y IV de Bunodosoma caissarum (Oliveira et al. 2006) y Av3 de

Anemonia viridis (Moran et al. 2007).

2.6.3.2 Toxinas que interaccionan con canales de potasio (KTX) y péptidos de Kunitz

Las toxinas que actian sobre los canales de potasio dependientes de voltaje (KTxs) se
clasifican en cinco grupos, dependiendo de su estructura y su afinidad de unién hacia diferentes
familias de canales de potasio (Kv) (Jouiaei ef al. 2015a; Jouiaei et al. 2015b). Las KTxs del grupo 1
tienen un peso molecular de 4 kDa y tres puentes disulfuro. Interfieren con la uniéon de dendrotoxina
radiomarcada de la serpiente mamba verde que se une a las subunidades Kv1.1, 1.2 y 1.3 (Castafieda &
Harvey 2009), de las membranas sinaptosomales. Inhiben la corriente de potasio a través de los canales
Kv1l y Kv3 y la conductancia intermedia de los canales de potasio activados por calcio (Frazdo et al.
2012). Los residuos de Ser’, Lys® y Tyr” son los responsables de la unién de la toxina ShK a los
canales de Kv en el cerebro de rata (Honma & Shiomi 2006). La diada Lys-Tyr también es considerada
esencial en la unioén de las toxinas a los canales de Kv. Incluso, se encontré que esta diada tiene la
misma funcion en las toxinas de escorpidén que bloquean estos canales de Kv (Honma & Shiomi 2006).
Dentro del mismo grupo estructural, las toxinas pueden diferir en la selectividad para diferentes
subtipos de canales. Algunos ejemplos de toxinas del grupo I son ShK de Stichodactyla helianthus y
BgK de Bunodosoma granulifera, estas toxinas fueron las primeras en ser aisladas de fuentes marinas
(Castafieda & Harvey 2009).

Las KTxs del grupo II presentan homologia con los péptidos inhibidores tipo Kunitz de
proteasas de serina. Tienen un peso molecular de ~6 kDa y tres puentes disulfuro. Inhiben a las
enzimas tripsina y quimotripsina para evitar la rapida degradacion de la proteasa del veneno
ocasionada por las enzimas endoégenas o de sus presas (Delfin et al. 1996; Minagawa et al. 1997,
Minagawa et al. 2008); también bloquean los canales K,1.2 y hay varias toxinas de anémonas que
poseen esta actividad dual (Schweitz et al. 1995; Peigneur et al. 2011). Anemonia viridis posee varias
toxinas de este grupo (Wunderer et al. 1976; Schweitz et al. 1995; Diochot et al. 1998).

Las KTxs del grupo III son péptidos de 3-4 kDa y tienen 3 puentes disulfuro, bloquean varios
tipos de canales i6nicos de potasio como el canal Kv3.4 que es responsable de la rapida inactivacion
del canal Kv (Diochot et al. 1998) y el canal hERG Kv 11.1 (el gen humano relacionado al gen eter a-
go0-go) (Diochot et al. 2004; Jensen et al. 2014) que se encuentra en las células cardiacas y controla la
duracion de la fase "plateu” del potencial de accidon. Varios tipos de toxinas de este grupo, bloquean los
hERG y canales ionicos sensibles a dcido (ASIC3, y canales de sodio activados por H') (Jensen et al.

2014). BDS-I y II modifican la apertura del canal y APETx1 bloquea los canales ERG (Castafieda &
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Harvey 2009). APETx2 comparte del 36 al 64 % de identidad en su secuencia con BDS-1 y Il y
APETx1, pero no bloquea los canales de potasio, su funcion es inactivar los canales idnicos sensibles a
acido ASIC3 en las neuronas sensoriales que estdn involucradas en la modulacion de las sensacion del
dolor. Este tipo de canales estan formados por la asociacion monomérica o heteromérica de seis
diferentes subunidades aunque sélo las subunidades ASIC3 son afectadas por esta toxina (Honma &
Shiomi 2006). Esta toxina también afecta el canal de sodio Nav1.8 que también estd involucrado en la
sensacion del dolor (Frazdo et al. 2012).

Las KTxs grupo IV tienen dos puentes disulfuro y han sido identificadas en la anémona
Stichodactyla haddoni (Honma et al. 2008). Anthopleura elegantissima, Bunodosoma caissarum, y B.
cangicum poseen toxinas de este grupo (Diochot ef al. 2003; Diochot et al. 2004; Oliveira et al. 2006;
Zaharenko et al. 2008). El grupo V se encuentra en la anemona B. caissarum, tiene cuatro puentes

disulfuro y es activa en los canales IR Shaker de Drosophila (Orts ef al. 2013).

2.6.3.3 Toxinas que interaccionan con canales de calcio

Se ha sugerido la existencia de otra clase de neurotoxinas de cnidarios que interaccionan con
canales de calcio dependientes de voltaje (Salinas ef al. 1997; Lin et al. 1988; Rojas et al. 2002),
aunque aun no se han logrado purificar estas toxinas, su importancia en las células excitables y no

excitables es innegable.

2.6.3.4 Otras toxinas

Existen otras toxinas que se han logrado obtener y aislar del acrorragio de las anémonas; estas
toxinas no tienen homologia estructural con otras toxinas de anémonas, y poca similitud con toxinas de
otros animales como arafas y caracoles (Brinkman et al. 2014). Del acrorragio de Actinia equina
también se encontraron toxinas que inducen necrosis en los tejidos por formacion intracelular de
especies reactivas de oxigeno (ROS); estas toxinas no poseen actividad neurotdxica-paralitica (Giraldi
et al. 1976). La toxina Gigantoxina-1 tiene un 35% de identidad con los factores de crecimiento
epidermal y ademas de esta actividad EGF, también tiene actividad toxica (Brinkman ef al. 2014).

Un nuevo grupo de neurotoxinas ricas en cisteinas y homologas a los péptidos pequefios ricos
en cisteinas (SCRiPs), se han obtenido del ectodermo de los corales Acropora millepora y han sido
también encontrados en anémonas (Jouiaei et al. 2015b); las proteinas recombinantes de estos corales
provocaron paralisis severa en larvas del pez cebra (Jouiaei et al. 2015a).

Se han purificado nuevos péptidos que tienen como blanco los canales i6nicos ASIC, asociados

con dolor acidico durante procesos de inflamacion e isquemia. Los péptidos m-AnmTX Ugr 9a-1 del
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veneno de la anémona Urticina grebenyi (Osmakov et al. 2013) y PherTx1 de Phymanthus crucifer
(Rodriguez et al. 2014); tienen como blanco los canales i6nicos sensibles a acido. Estos péptidos tienen
dos puentes disulfuro y no tienen homologia a otros péptidos neurotéxicos de anémonas (Jouiaei et al.
2015Db).

Los canales catidénicos no selectivos conocidos como receptores de potencial transitorio V1
(TRPV1) que estan involucrados en la transmision y modulacion del dolor, e inician su respuesta
neuronal durante el proceso de inflamacién, son considerados como uno de los mas importantes
disparadores del estimulo del dolor. Estos canales son inhibidos por varias toxinas de cnidarios, el
primer inhibidor de TRPV1 la toxina r-SHTX-Hcr2b (APHCI1) se aislo del veneno de Heteractis
crispa (Andreev et al. 2008). Posteriormente, también se aislaron dos péptidos homologos (r-SHTX-
Her2e (APHC2) y 1-SHTX-Her2d (APHC3 (Kozlov et al. 2009) de la misma anémona. Su importancia
radica en que pueden ser usados como modelos para el disefio de nuevos farmacos analgésicos (Kozlov

et al. 2009).

2.7 Género Millepora
2.7.1 Generalidades del género Millepora

Las especies del género Millepora (phylum Cnidaria; clase Hydrozoa), son hidrocorales
coloniales en forma de polipo, que secretan un esqueleto calcareo que crece de forma incrustante o
vertical; presentan dos tipos de podlipos especializados unos en defensa y otros en alimentacion, que
sobresalen a través de poros en el esqueleto. Estos pdlipos son muy numerosos y varian en su
toxicidad, produciendo lesiones semejantes a quemaduras, de ahi que estas especies son popularmente
conocidas como corales de fuego. Las milleporas son los segundos organismos mas abundantes
constructores de arrecifes de coral (Lewis 2006; Rojas-Molina et al. 2012). Se desarrollan a
profundidades entre 1 y 40 metros, y su distribucion en los arrecifes depende en gran medida de
factores ambientales (Lewis 2006). Actualmente, hay reconocidas diecisiete especies de Millepora con
una marcada variacion fenotipica en la forma y estructura de las colonias: erguida, en forma de placas,
de hoja y estructuras ramificadas que pueden alcanzar de 30-60 cm de altura. También pueden
presentar un crecimiento redondeado e incrustado sobre otros corales o superficies duras. Su coloracion
es generalmente amarilla o café. La forma de crecimiento de los hidrocorales, al igual que los corales
verdaderos, presenta cierta plasticidad ante los movimientos de las aguas. Por lo general, las formas
robustas y de cuchillas se encuentran en aguas turbulentas y las formas ramificadas son mas comunes
en aguas tranquilas (Davies & Montaggioni 1985). En los arrecifes del Mar Caribe mexicano

predominan tres especies del género Millepora: M. alcicornis, que presenta una forma ramificada; M.
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complanata, cuyas colonias tienen forma de cuchillas y M. squarrosa, que posee una forma de caja,
semejante a un panal de abejas (Lewis 2006).

El esqueleto calcareo de la colonia, llamado cenosteum tiene una cubierta con forma irregular
que a menudo presenta ligeras elevaciones redondeadas. Esta cubierta ectodérmica consiste
principalmente de células fusiformes con un nucleo oval. La superficie de la colonia se caracteriza por
la presencia de finos poros de diferentes tamafios, dispersados a lo largo de la cubierta, excepto en las
orillas y en las puntas de las ramificaciones donde tiene lugar el crecimiento del esqueleto. Los poros
mas grandes llamados gastroporos, alojan gastrozoides que son polipos cilindricos con una boca
central. Los poros mas pequefios llamados dactiloporos, contienen dactilozoides que son poélipos
largos, mas delgados y sin boca. Los gastroporos generalmente estdn rodeados de cinco a ocho
dactiléporos. Los gastrozoides y dactilozoides de M. complanata y M. alcicornis miden 2.5 mm de
longitud. El disco oral de los gastrozoides esta rodeado por tres a siete tentdculos en la cabeza que
contienen nematocistos (Hyman 1940). Los dactilozoides estan cubiertos con numerosos tentaculos en
la cabeza, arreglados en circulos de tres a cuatro a lo largo del pdlipo y también conteniendo
numerosos nematocistos. Los gastrozoides y dactilozoides son capaces de expandirse y retraerse
durante el dia y la noche indistintamente (Figura 1) (Lewis 1989).

Los poros se interconectan por canales en el interior de la cubierta calcarea; estos canales y
demas espacios estan formados por material calcareo fibrocristalino, con un arreglo laminar que se
entrecruza en todas direcciones. Los canales tienen una red de tejido suave que se ramifica a través del
esqueleto y une las cavidades corporales de los zooides (Lewis 2006). La delgada cubierta y la
trabécula de canales forman el cenosarco. Estos canales estan vivos solo cerca de la superficie y los
polipos se extienden solo en la punta de los poros del esqueleto. Los canales del cenosarco secretan el
cenosteum que es el peridermo de los hidroides (Lewis 2006).

Entre los nematocistos que se encuentran en los zooides de las milleporas, hay estenoletes (que
solo se encuentran en la clase Hydrozoa, en las hidras, milleporas y sifon6foros pero no en
estilastéridos) que son de varios tamafios (Schuchert 2005), isorrizas en los pélipos y mastigdéforos
microbasicos y macrobasicos (los macrobasicos solo son encontrados en las milleporas) en los zooides

y en el cenosarco (Lewis 2006).
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Figura 1. Millepora alcicornis mostrando los zooides extendidos. (Tomado de pagina web por
Mitchell Doctor).

2.7.2 Efectos toxicos y farmacoldgicos producidos por las especies del género Millepora

Los nematocistos de los corales de fuego pueden penetrar la piel humana y producir lesiones
semejantes a una quemadura; estas lesiones comprenden irritacién, sensacion quemante o dolor
punzante, dermatitis eritematoso y edematoso, urticaria, prurito y necrosis. Los sintomas sistémicos
consisten en malestar general, nduseas, vomito, dolor abdominal, espasmos musculares, diarrea,
dificultad respiratoria, taquicardia, hipotension y fiebre (Sagi et al. 1987; Moats 1992; Lewis 2006).
También existe el reporte de un caso clinico con severa toxicidad sistémica debida a envenenamiento
por una especie de Millepora el cual incluy6 sindrome nefrdtico, fallo renal agudo y edema pulmonar

(Prasad et al. 2006).

2.7.3 Estudios realizados en especies de Millepora

Los estudios que se han llevado a cabo sobre las especies del género Millepora, iniciaron con
investigaciones acerca de M. alcicornis y M. tenera (Middlebrook et al. 1971; Wittle et al. 1971;
Wittle & Wheeler 1974). En esos trabajos preliminares se encontrd que los extractos preparados con
solucion Sorensen a partir de estos hidrocorales tienen actividad hemolitica y dermonecrotica. Ademas,
se determind que ambos extractos eran altamente toxicos, ya que el extracto de M. temera a una
concentracion de 2.73 pg de proteina/20 g de peso induce violentas convulsiones y muerte en ratones
en un lapso menor de 30 segundos (Wittle & Wheeler 1974). Por otro lado, Middlebrook y

colaboradores (1971) llevaron a cabo un fraccionamiento cromatografico del extracto de M. tenera
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usando DEAE-celulosa, lo cual condujo a la obtencion de una fraccion proteica que era 8 veces mas
potente que el extracto original (Middlebrook ef al. 1971).

Mas recientemente se encontrd que los extractos preparados a partir de los nematocistos de M.
platyphylla y M. dichotoma eran letales para ratones y ademads tenian propiedades dermonecroéticas,
vasopermeables, hemoliticas y antigénicas (Shiomi et al. 1989; Radwan 2002). Los fraccionamientos
cromatograficos de dichos extractos indicaron la presencia de proteinas con pesos moleculares de 35 y
31 kDa con actividad hemolitica (Radwan 2002). Posteriormente, en otro estudio realizado con M.
platyphylla se detectdé una proteina de 32.5 kDa con actividad de PLA, y hemolitica, a la cual se le
denomind Milleporina-1 (Radwan & Aboul-Dahab 2004).

Por otra parte, en el Laboratorio de Investigacion Quimica y Farmacolégica de Productos
Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ), nuestro grupo de trabajo ha llevado a
cabo estudios farmacolégicos y bioquimicos sobre M. complanata. En primer término, se evaluo el
efecto del extracto acuoso preparado a partir de este hidrocoral sobre el ileon aislado de cobayo. En ese
trabajo se encontrd que el extracto de M. complanata induce un efecto excitatorio en el ileon, mediante
un mecanismo que involucra la entrada de Ca®" al interior de las células del musculo liso intestinal,
provocado por la presencia de proteinas con un rango de peso molecular de 17-44 kDa y péptidos
menores a 1.8 kDa (Rojas et al. 2002). En estudios mas recientes llevados a cabo por nuestro grupo de
trabajo, se encontr6é que el extracto acuoso de M. complanata produce vasoconstriccion de la aorta de
rata, ademas de que posee actividad hemolitica y de PLA,. El extracto de M. complanata se someti6 a
un fraccionamiento cromatografico en fase reversa, el cual condujo la obtenciéon de una proteina de 30
kDa responsable del efecto hemolitico y dos proteinas de 15 y 20 kDa que poseen propiedades
vasoconstrictoras (Ibarra-Alvarado et al. 2007). Las actividades hemoliticas y de PLA, fueron abolidas
cuando el extracto crudo de M. complanata se incub¢d a la temperatura de ebullicion del agua por 20
minutos. Sin embargo, aunque los efectos contractiles en el musculo liso arterial e intestinal fueron
reducidos, no fueron completamente bloqueados (Garcia-Arredondo et al. 2011). El extracto de M.
complanata induce violentas convulsiones y muerte en ratones en un periodo de un minuto (DLsy =
4.62 ng proteina/g de peso corporal) y dosis menores de la DLs, produjeron dafios histopatologicos en
riflones y pulmones; estos efectos, que se atribuyen a las citolisinas presentes en el extracto,
desaparecieron cuando el extracto se incubd a temperatura de ebullicion 20 minutos; sin embargo el
efecto letal no se vio afectado. El analisis cromatdgrafico del extracto permitié el aislamiento de una
proteina vasoconstrictora de 61 kDa y una fraccion (MC-IIA) que inducia vasoconstriccion de aorta y

hemolisis retardada, asi como letalidad en ratones; en esta fraccidn se encontraron al menos cuatro
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compuestos no proteicos. El analisis de espectroscopia de masas y resonancia magnética nuclear,
indicaron que estos metabolitos eran alquilbencenos polioxigenados (Garcia-Arredondo ef al. 2015).

Con respecto al estudio de M. alcicornis, un extracto obtenido por agitaciéon en amortiguador
Sorensen de especimenes de Florida, provocod una extensa hemolisis y muerte en ratones después de
varias horas cuando se administrd por via intraperitoneal a una concentracion de 15-20 pg de
proteina/20 g de peso (Wittle & Wheeler 1974).

El fraccionamiento cromatografico con DEAE-celulosa y Sephadex G-100 del extracto de M.
alcicornis condujo a la purificacion parcial de una proteina de aproximadamente 100 kDa, la cual
increment6 su toxicidad 14 veces con respecto al extracto original (Wittle ef al. 1971).

Nuestro grupo de trabajo también ha abordado el estudio de M. alcicornis. En evaluaciones
preliminares, se encontrdé que el extracto acuoso de este hidrocoral induce un efecto bifasico sobre las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo. Este efecto se caracteriza por una inhibicion
inicial del tono y de la amplitud de las contracciones del ileon, seguida de un efecto excitatorio (Figura
2). El extracto se someti6 a dos condiciones de incubacion (50°C durante 60 min y 80°C durante 40
min) y posteriormente, se evalué en el modelo del ileon. En estos experimentos se observo que el
efecto excitatorio disminuy6 de manera considerable, en tanto que el efecto inhibitorio no se modifico

de manera significativa (Figura 2B).
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Figura 2. Efecto del extracto acuoso de M. alcicornis sobre las contracciones espontaneas del ileon
aislado de cobayo. A) Extracto acuoso a una concentracién de 1.21 mg/ml; B) Extracto acuoso a una
concentracion de 1.21 mg/ml, y sometido a incubacion a 50°C y 80°C.

Recientemente, nuestro grupo demostré que el extracto acuoso de M. alcicornis indujo
hemolisis en eritrocitos de rata, exhibié actividad PLA, y ejercié un efecto contrictil, de anillos de

aorta de rata, el cual es dependiente de la concentracion (Garcia-Arredondo et al. 2011).
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3 JUSTIFICACION

Los andlisis preliminares efectuados con el extracto acuoso de M. alcicornis indicaron que este
hidrocoral representa una fuente potencial valiosa de nuevas moléculas bioactivas, ya que produce
compuestos con diferentes efectos farmacoldgicos, entre los que se incluyen compuestos termoestables
que inhiben las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo y compuestos termolabiles que
estimulan la contractilidad de este tejido. Actualmente, se desconoce la identidad de dichos
compuestos, su mecanismo de accidon y su grado de participacion en la toxicidad inducida por este
organismo. Por este motivo, resulta muy interesante profundizar en el estudio bioquimico y
farmacolégico de esta especie con el objeto de caracterizar la estructura primaria y elucidar el
mecanismo de accidon de los compuestos que modifican la contractilidad del ileon aislado de cobayo.
Actualmente, s6lo se tiene una idea con relacidon a su mecanismo de accion, ya que los estudios
bioquimicos y farmacologicos realizados sobre estos hidrocorales solamente han permitido detectar la
presencia de toxinas con actividad de fosfolipasa A, y toxinas que modifican la conductividad idnica
membranal del musculo liso intestinal y arterial. Mas atin, se desconoce el tratamiento adecuado para
tratar las lesiones originadas por estos organismos. De tal manera, que los resultados derivados del
estudio bioquimico y farmacologico de esta especie permitiran la obtencion de novedosas moléculas
que podrian constituir prototipos estructurales de nuevos compuestos con aplicacion farmacéutica y
biotecnoldgica o que puedan servir como herramientas de investigacion. Asimismo, los resultados de
dicho estudio pueden contribuir al disefio de terapias adecuadas para tratar las lesiones ocasionadas por
los hidrocorales del género Millepora. Finalmente, se podra tener una mayor comprension acerca de

los mecanismos de defensa, predacion, supervivencia y trascendencia ecoldgica de estas especies.
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4 HIPOTESIS

El extracto acuoso del hidrocoral Millepora alcicornis contiene citolisinas formadoras de poros

y con actividad de PLA,, asi como toxinas que modulan la contractilidad intestinal.

S OBJETIVOS

General
Caracterizar los efectos farmacologicos y toxicologicos inducidos por el extracto acuoso de M.
alcicornis y realizar su analisis cromatogréfico a fin de purificar las principales citolisinas y las toxinas

que modulan la contractilidad intestinal.

Especificos

* Analizar el efecto del extracto acuoso de M. alcicornis sobre la musculatura lisa intestinal,
mediante el modelo de ileon aislado de cobayo, para detectar la presencia de compuestos que
modifican la contractilidad intestinal.

* Determinar la toxicidad sistémica in vivo inducida por el extracto acuoso de M. alcicornis,
empleando los modelos de toxicidad aguda en ratones y el ensayo de toxicidad en Artemia
salina.

e (Caracterizar la actividad hemolitica inducida por el extracto acuoso de M. alcicornis ante
variaciones de pH y temperatura y en presencia de diferentes cationes divalentes.

* Determinar las actividades de PLA; y proteolitica del extracto acuoso de M. alcicornis, a fin de
detectar enzimas implicadas en la actividad toxicologica.

* Detectar la presencia de citolisinas, con o sin actividad enzimatica, en el extracto acuoso de M.
alcicornis y determinar su peso molecular, mediante zimografia.

e Examinar, mediante técnicas de microscopia, los efectos toxicos que produce el extracto
acuoso de M. alcicornis sobre las membranas de eritrocitos y tejidos de 4. salina.

* Analizar, mediante métodos cromatograficos, el extracto acuoso de M. alcicornis a fin de

purificar las principales citolisinas y las toxinas que modulan la contractilidad intestinal.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Recoleccion del hidrocoral, preparacion del extracto acuoso de M. alcicornis y determinacion
de proteina

En noviembre del 2008 se realiz6 la colecta de los especimenes en las costas del estado de
Quintana Roo, dentro del parque nacional Arrecifes de Puerto Morelos, en los lugares conocidos como
“La Bocana Chica” y “Jardines” a profundidades de 4 — 10 m. Los fragmentos fueron inmediatamente
transportados a las instalaciones del ICMyL en Puerto Morelos, se congelaron y almacenaron en hielo
seco y se transportaron a las instalaciones del Laboratorio de Investigacion Quimica y Farmacologica
de Productos Naturales en la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro, donde
se preparo el extracto.

Para la preparacion del extracto, los fragmentos provenientes de los dos lugares se procesaron
por separado. Los nematocistos de los hidrocorales se descargaron, sometiendo los fragmentos a
agitacion con agua desionizada (pH 7) durante 18 h a 4 °C. El extracto obtenido se centrifugd a 3,000
rpm (2,060 x g) y se recuperd el sobrenadante, el procedimiento se repitio una vez y el extracto
resultante se liofiliz6 y resuspendio en agua desionizada en una relacion de 150 mg (liofilizado)/ml. El
extracto resuspendido se centrifugé a 12,000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sobrenadante se filtro
utilizando filtros con un tamafio de poro de 0.45 um (Millipore). El filtrado se liofiliz6 y se almacend
a -20 °C hasta su uso en los bioensayos. Se determind la concentraciéon de proteinas totales por el
método de Bradford, usando una curva estandar preparada con albtimina de suero de bovino liofilizado

(Bradford 1976).

6.2 Efecto del extracto acuoso de M. alcicornis sobre el musculo liso intestinal y el sistema
nervioso entérico

Con la finalidad de determinar y corroborar el efecto bifasico de las toxinas contenidas en el
extracto normal y desnaturalizado, se empled el ensayo de ileon aislado de cobayo. Se sacrificaron por
decapitacion, cobayos machos de entre 500 — 800 g, y se removid el ileon. Segmentos de ileon (1 cm)
se montaron en celdas con solucidon de Krebs-Henseleit (D-glucosa 11 mM, NaHCO; 25 mM, NaCl
118 mM, KCl 4.7 mM, KH,PO4 1.2 mM, MgSO, 1.2 mM, CaCl, 2.5 mM) a 37 °C gasificada
constantemente con una mezcla de 95 % de O, y 5 % de CO,. Las contracciones espontaneas de los
tejidos se registraron por medio de transductores de fuerza Grass FT03 acoplados a un poligrafo Grass
7D. Después del ajuste a la tension basal de 1 g por un periodo de 10 minutos, se analizo el efecto del

extracto normal y desnaturalizado, los cuales se adicionaron por separado a diferentes concentraciones
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(0.01, 0.1 1, 10 y 100 pg proteina/ml). El efecto excitatorio se expresé como el porcentaje de la
contraccion inducida por acetilcolina a una concentraciéon 1 uM, que se utiliz6 como control positivo

(Samuelsson 1991; Rojas et al. 2002).

6.3 Caracterizacion toxinolégica del extracto
6.3.1 Determinacion de la dosis letal media (DLs¢) y analisis de la toxicidad sistémica in vivo

Para este ensayo, se utilizaron ratones macho CD1 con un peso de 20 + 3 g, que fueron
proporcionados por el Bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico. El extracto se inyectd por via intravenosa (i.v.) en la vena caudal de los ratones, utilizando
diferentes dosis del extracto (0.16, 0.32, 1.5, 3.0, 6.0, 12, 24 y 48 ng de proteina/g de peso corporal)
disuelto en 200 pl de solucidon salina. Adicionalmente, el extracto se incubd a la temperatura de
ebullicion por 20 min con la finalidad de desnaturalizar las proteinas presentes. El extracto
desnaturalizado se administr6 via i.v., empleando el mismo rango de concentraciones que el extracto
normal. Los ratones control se inyectaron con 200 pl de solucién salina. Las muertes que ocurrieron
durante las primeras 24 horas después de la administracion del extracto fueron registradas para calcular
la DLsg, utilizando un analisis Probit (Finney 1971). Todos los experimentos se llevaron a cabo de
acuerdo con los Estdndares Oficiales Mexicanos NOM-062-Z00-1999 para la produccion cuidado y
uso de animales de laboratorio y los estdndares de ética para experimentos en animales, recomendado

por la Sociedad Internacional de Toxinologia.

6.3.2 Estudios histopatolégicos

Se analizaron los cambios histolégicos causados por la administracion del extracto de M.
alcicornis, utilizando los ratones empleados para la determinacion de la DLs,. Los ratones control y los
que sobrevivieron a la administracion del extracto normal y desnaturalizado se sacrificaron por
dislocacion cervical a las 24 horas de la administracidn, se les realiz6 una incisién en el estdbmago y se
fijaron en una solucién buffer de formol (6.5 mg de fosfato de sodio dibasico, 4 g de fosfato de sodio
monobasico, 900 ml de agua destilada y 100 ml de formol). Secciones de pulmoén, rifién, higado
corazo6n, musculo esquelético y cerebro se deshidrataron en series crecientes de alcohol, se aclararon en
series de xileno y posteriormente, fueron embebidas en bloques de parafina. Estos bloques fueron
cortados en secciones gruesas (5-6 pm) usando un microtomo Ecoshel 335; éstas se prepararon y se
tifieron con eosina-hematoxilina para su observacién microscopica por microscopia de luz (ML) con un

microscopio DM500.
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6.3.3 Determinacion de la letalidad en Artemia salina

Este bioensayo se utilizé para determinar la toxicidad del extracto de M. alcicornis normal y
desnaturalizado sobre larvas del crusticeo 4. salina. Se utilizaron 25 mg de huevos de 4. salina y se
colocaron en un medio salino sintético preparado segun las instrucciones de la caja (Instant Ocean,
USA) a una temperatura entre 20 y 30 °C con burbujeo constante de aire. Después de 48 h, los nauplios
que eclosionaron y tenian un dia de vida se extrajeron usando una pipeta Pasteur, se colocaron por
triplicado en tubos de ensaye (10 por tubo) y se llevaron a un volumen de 5 ml con la solucién salina
sintética. Los extractos se evaluaron por triplicado a 0.01, 0.1, 1.0, 10, 100 y 316 pg proteina/ml.
Después de 24 h, se contd el numero de las larvas muertas y se calcul6 el valor de la CLsy por un
analisis Probit. También se evaluo la toxicidad del extracto acuoso de M. complanata para comparar su

toxicidad con la de M. alcicornis. Como control positivo se usé Triton X-100 al 0.1 %.

6.4 Caracterizacion de la actividad hemolitica
6.4.1 Actividad hemolitica

La determinacion de la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. alciornis se realizé de
acuerdo a un método previamente descrito (Rottini et al. 1990), con algunas modificaciones. Se
utilizaron aproximadamente 3 ml de eritrocitos de sangre fresca (obtenida de rata, conejo, humano,
pollo, ratén y cobayo) que se colecté en 50 ml de solucidon de Alsever (D-glucosa (C¢H1206) 120 mM,
citrato de sodio (C¢HsNa307.2H,0) 30 mM, NaCl 7 mM y &cido citrico (C¢Hg07) 2 mM; pH 7.4); la
suspension se centrifugd a 2,500 rpm (1,430 x g) durante 4 min a 4 °C, el sobrenadante se desecho y se
reemplazé por nueva solucion de Alsever; el lavado se repitid6 dos veces mas. La suspension de
eritrocitos se calibré con la solucion de Alsever a una concentracion del 1 %. En la calibracion, la
hemoglobina liberada por la hemolisis total de 50 pl de eritrocitos disueltos en 950 pl de agua destilada
tiene una absorbancia de 1 a una longitud de onda (A) de 415 nm. Una vez calibrada la suspension,
diferentes concentraciones por triplicado (0.0001 — 100 pg/ml) del extracto, se incubaron junto con 50
ul de la suspension calibrada de eritrocitos y se llevaron a un volumen de 1 ml con solucion de
Alsever. Estas muestras se incubaron durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, la mezcla se centrifug6 a 2,500 rpm (1,430 x g) durante 4 min a 4 °C. Posteriormente, la
actividad hemolitica se midi6 espectrofotométricamente (Lambda Bio, Perkin Elmer, USA) a 415 nm
para analizar la hemoglobina liberada en el sobrenadante. Cada experimento fue normalizado con
respecto a una hemolisis completa, la cual se midié diluyendo 50 pl de la suspension calibrada de
eritrocitos en agua destilada. Para el 0 % de hemolisis se diluyeron 50 pl de la suspension de eritrocitos

en solucion de Alsever. Ambos controles se incubaron a las mismas condiciones que las muestras. Una
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unidad hemolitica media (UHs) se definié como la cantidad de sustancia requerida para producir un 50

% de hemolisis.

6.4.2 Efecto de la temperatura en la actividad hemolitica

Para analizar el efecto de la temperatura sobre la actividad hemolitica del extracto acuoso de
M. alcicornis, el ensayo hemolitico se llevo a cabo a varias temperaturas de incubacion (10, 15, 20, 25,
30, 35, 37, 40, 45 47, 55 y 60 °C) durante 30 min, tratando de abarcar un rango de temperaturas en el
que se asegurara la actividad hemolitica. Por otra parte, con el objeto de analizar la estabilidad térmica
de las muestras, éstas se pre-incubaron a diferentes temperaturas (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y
100 °C) por 60 min.

6.4.3 Efecto del pH en la actividad hemolitica

Se determino el efecto del pH sobre la actividad hemolitica del extracto acuoso del hidrocoral.
Para este fin, el extracto se incubd por 24 h a 4 °C con varios amortiguadores en un rango de pH de O -
13 (KCI-HCI1 0.2 M (pH 1 -2y 12 - 13), Acido acético-acetato 0.1 M y 0.02 M (pH 3 - 5.5), Tris-HCI
0.5 M (pH 7 - 9); Acido bérico-borato de sodio 0.02 M (pH 6 - 7) y NaHCO3-NaOH 0.025 M (pH 10 -

11)). Después de la incubacion, se evalu6 el efecto hemolitico del extracto.

6.4.4 Efecto de diferentes cationes divalentes en la actividad hemolitica

Para evaluar el efecto que tienen diferentes cationes divalentes (Ca2+, Mg2+, Bay, Cu*" and
Zn*") y el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) sobre la actividad hemolitica del extracto, éste
(UHs50) se incubd en presencia de cada uno de los cationes y el EDTA, (0.001 — 12 mM para los
cationes divalentes y 0.00004 — 0.5 mM para el EDTA).

6.4.5 Efecto de un inhibidor de la PLA, sobre la actividad hemolitica del extracto acuoso de M.
alcicornis

A fin de determinar el efecto de un inhibidor de la actividad de PLA, (p-bromofenacilo

bromuro, p-BPB) sobre la hemolisis producida por el extracto acuoso de M. alcicornis, se incubo con

el inhibidor a diferentes concentraciones (0.3, 1 y 3.3 mM p-BPB) en la solucién de Alsever por 22 h a

4 °C.
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6.5 Determinacion de la actividad de PLA,

Se determind la actividad de PLA, del extracto normal y desnaturalizado. La actividad
enzimatica se llevo a cabo mediante el empleo de un kit para la determinacion de la actividad de PLA,
secretada (Cayman Chemical®, MI, U.S.A). La actividad de la PLA, se expres6 como micromoles de

fosfatidilcolina hidrolizada por minuto por gramo de proteina (Ibarra-Alvarado, et al. 2007).

6.6 Determinacion de la actividad proteolitica

Se evaluo la actividad proteolitica del extracto acuoso de M. alcicornis de acuerdo al método
de Murata y col (1963). Se incubaron 0.4 ml de caseina (al 2 % en 0.2 M de amortiguador Tris-HCI a
pH 8.5) en presencia del extracto a 20, 40, 60, 80 y 100 pg de proteina a 37 °C por 2 h. La reaccion se
detuvo, adicionando 1.5 ml de 0.44 M de acido tricloroacético, el cual se dejo actuar por un periodo de
30 min y entonces, la mezcla de reaccion se centrifugdé a 1500 rpm por 15 min. A una alicuota de la
mezcla de reaccion (1.0 ml) se le adicionaron 2.5 ml de 0.4 M de carbonato de sodio y 0.5 ml del
reactivo de Folin diluido 1:2. EI color desarrollado se leyo a 660 nm. Una unidad de actividad
enzimatica se definié como la cantidad de enzima requerida para aumentar la absorbancia de 0.01 a
600 nm/h a 37 °C. La actividad se expres6 como umol substrato/min/mg proteina a 37 °C. Se utiliz6

como control positivo proteasa de Streptomyces griseus de Sigma-Aldrich® (Murata ef al. 1963).

6.7 Electroforesis en gel de poliacrilamida y zimografia

Se realizo un analisis electroforético en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-
PAGE) como previamente describieron Schigger & Von Jagow (1987). Se analizaron muestras de 10
pg de proteina en geles discontinuos de poliacrilamida al 12 %, a 90 V  durante 30 min y
posteriormente a 120 V durante 2 h a 4 °C. Las bandas de proteina se visualizaron mediante las
técnicas de tincion de Coomassie y tincion de plata. Para la determinacion de los pesos moleculares
relativos de las proteinas presentes en las muestras, los estandares de peso molecular que se utilizaron
fueron: Miosina, [-galactosidasa, seroalbimina bovina, ovalbimina, anhidrasa carbonica, inhibidor de
tripsina de soya, lisozima y aprotinina, con pesos moleculares de: 209, 124, 80, 49, 35, 29, 21 y 7 kDa
respectivamente (no. cat. 161-0318 y 161-0309 obtenidos de Bio-Rad CA, USA).

A fin de establecer las concentraciones de proteina que se utilizarian en los geles de
electroforesis para la realizacion de los zimogramas, se realizaron ensayos en cajas Petri con agarosa y
los sustratos, a fin de detectar actividad hemolitica y de PLA, Se evaluaron 40 y 80 ug de proteina

proveniente del extracto, del control positivo (PLA, de abeja) se evaluaron 10 y 20 ng; como control
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negativo se utilizé agua destilada. De cada muestra a evaluar se adicionaron 20 ul sobre un pozo de
medio cm de didmetro realizado al medio contenido en las cajas Petri.

Se identificaron proteinas con actividad de PLA,, y se determinaron sus pesos moleculares
usando una técnica de zimografia con algunas modificaciones (Campos et al. 2013). 80 ug de proteina
proveniente del extracto acuoso, se analizaron en un gel de poliacrilamida al 12 % solo en condiciones
desnaturalizantes, a 90 Volts durante 30 min y posteriormente, a 120 V durante 2 h a 4 °C. Al finalizar
la electroforesis, los geles se lavaron durante 1 h con Tris-HCI 100 mM pH 7.4 (con 1.0 % Triton X-
100) para remover trazas de dodecil sulfato de sodio (SDS), y se incubaron por 15 h a temperatura
ambiente con Tris-HCl 50 mM pH 7.4 (con NaCl 140 mM y CaCl, 2.5 mM) sobre un gel de agarosa al
2 % preparado con Tris-HC1 50 mM y 6 % de yema de huevo. Se usaron como un control positivo, 20
ng de la PLA, de veneno de abeja (4Apis mellifera).

Se detectaron las proteinas que presentaron actividad hemolitica y se determinaron sus pesos
moleculares usando la técnica modificada de zimografia. El gel de electroforesis se analiz6 con 80 ug
de proteina proveniente del extracto, a 90 V a 4 °C bajo condiciones desnaturalizantes, pero no
reductoras. Al terminar la corrida, el gel se lavo con Tris-HCI 100 mM durante 1 h. Posteriormente, el
gel se incub6 durante 4 h a temperatura ambiente sobre un gel de agar al 1.5 %, el cual fue preparado
adicionando yema de huevo al 5 % a 60 °C y eritrocitos lavados al 3 % adicionados a 40 °C, en
amortiguador fosfato salino (PBS) pH 7.4 adicionado con CaCl, 10 mM. La presencia de una banda

clara en el gel de agar indic6 la presencia de hemolisinas.

6.8 Analisis mediante microscopia de los efectos toxicos que produce el extracto acuoso de M.
alcicornis sobre las membranas de eritrocitos de rata y tejidos de A. salina

Con el objetivo de observar las alteraciones morfologicas inducidas por el extracto acuoso de
M. alcicornis, los nauplios de artemias empleadas en la prueba de letalidad y muestras de eritrocitos de
rata obtenidos del ensayo hemolitico se sometieron a un analisis microscopico. Las larvas de artemia se
observaron al microscopio de luz. Para observaciones en microscopia electronica de barrido (SEM) y
de transmision (TEM), las células y tejidos fueron fijados en solucidn isoténica, conteniendo 3 % de
glutaraldehido y 0.1 M de cacodilato de sodio, post-fijados en 2 % de OsO4 en amortiguador de
cacodilato, y deshidratados en series de etanol. Entonces, para observacion en TEM, las muestras se
embebieron en resina epoxica Epon, los bloques obtenidos fueron cortados (60 nm) en un
ultramicrotomo (Mtx RMC®, Boeckler Instruments, USA) y contrastados con acetato de uranil y
citrato. Estas secciones se observaron en un microscopio electrénico (JEM 1010, Jeol, USA) operado a

80 kV. Para el andlisis por SEM, las muestras se secaron en un aparato secador de punto critico
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(Polaron E5000, Quorum Technologies, UK), cubiertas con carbon, en un evaporador (JEE4X, JEOL,
USA) y con una delgada capa de oro en un recubridor iénico (Polaron 11-HD, Quorum Technologies,

UK) y finalmente, fueron observadas con microscopio de escaneo electrénico (DSM 950, Zeiss

International) a una aceleracion de voltaje de 20-25 kV.

6.9 Separacion de toxinas que: i. Modulan la contraccién del musculo liso intestinal y ii.
Presentan actividad hemolitica
6.9.1 Analisis cromatografico del extracto acuoso

En una primera fase, se realizé un fraccionamiento cromatografico del extracto acuoso de M.
alcicornis. En esta fase se utilizd cromatografia de intercambio anionico, para cual se empleé una
columna de DEAE celulosa. La celulosa se activd en una solucion de HCI 0.5 M y se dejo reposar 1 h;
posteriormente, se extrajo la soluciéon de HCI con una bomba de vacio. La celulosa se lavd varias veces
con agua desionizada hasta que la solucion alcanzé un pH de 7. Posteriormente, se resuspendié en una
solucion de NaOH 0.5 M y se dejo reposar una hora; después se enjuagd con agua desionizada varias
veces hasta alcanzar un pH de 7.

Una vez activada la celulosa, se dejo reposar en una solucién amortiguadora de acetato de
amonio 10 mM, se extrajo la solucion y la celulosa se volvio a resuspender en el amortiguador. La
celulosa resuspendida se coloco en una columna de plastico de 600 ml y se realizo el fraccionamiento
preliminar del extracto mediante cromatografia liquida répida de proteinas (FPLC), utilizando un
equipo Pharmacia Biotech. Se realiz6 una inyeccion de 8.5 mg de proteina contenidos en 1 ml. El flujo
de elucion de la fase movil fue de 6 ml/min, a una longitud de onda del detector de 280 nm. Las
soluciones amortiguadoras con las que se realiz6 la elucion fueron: solucion de acetato de amonio 10
mM a un pH de 7.4 (solucion A) y NaCl 1M en acetato de amonio 10 mM a un pH de 7.0 (solucion B).
El asa que se utilizdo fue de 10 ml. La eluciéon de las fracciones se llevo a cabo con un gradiente
escalonado, haciendo pasar 100 % de solucion A durante 150 min, al término de este periodo, el flujo
cambid a 75 % de solucion A y 25 % de solucidon B, y en el min 300, el flujo se cambié a 100 % de
solucion B.

Posteriormente, las fracciones obtenidas, se desalaron mediante cromatografia de exclusion
molecular, utilizando una columna con Sephadex G-15 tamafio medio, de Sigma®, la cual se prepard
colocando el Sephadex en agua destilada durante 24 h. Después, éste se resuspendid en acido acético a
una proporcion 1:3 (Sephadex: acido acético 1.6 mM). La solucion sobrenadante se desecho y se
repiti6 la operacion dos veces mas. Posteriormente, el Sephadex se coloco en una columna de un

volumen de 66.36 ml. El flujo al que eluy¢ la fase movil fue de 1 ml/min, la elucion de las fracciones
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se hizo con amortiguador de acetato de amonio 1.6 mM pH 7.4, a una longitud de onda del detector de
280 nm. El asa que se utiliz6 fue de 500 pl.

Las principales toxinas presentes en las fracciones bioactivas obtenidas a partir del analisis
cromatografico se aislaron mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAR) en fase reversa,
utilizando un equipo Waters 600, con una columna analitica C-4 (YMC-Pack, 10 X 250 mm; 5 um de
didmetro de particula; 300 A de tamafio de poro) equipada con una precolumna C-4 (YMC-Pack, 10 X
4.6 mm; 5 pm de didmetro de particula; 300 A de tamafio de poro) y un asa de 20 pl. El flujo que se
utilizé fue de 1.5 ml/min, empleando un detector Waters 2998 (Photodiode array detector), a una
longitud de onda de deteccion de 280 nm. Como fase movil se usé agua con TFA al 0.1 % (solucion
A) y acetonitrilo en agua al 90 % con TFA al 0.085 % (soluciéon B). Se usé un analisis isocratico,
haciendo pasar 100% de solucién A durante 15 min, posteriormente, se cambié a 100% de solucion B
en un periodo de 30 min. Por ltimo, el gradiente se cambid a 100% de soluciéon A en un periodo de 5
min.

Para el monitoreo de la actividad biologica durante el proceso de separacion de las toxinas, se
emplearon el modelo de ileon aislado de cobayo, la determinacion de la actividad hemolitica y la

cuantificacion de la actividad de PLA,.

6.10 Secuenciacion parcial de las fracciones bioactivas
6.10.1 Analisis de la estructura primaria por degradacion de Edman

Para determinar las secuencias parciales de las proteinas de interés, una alicuota de las
fracciones fue sometida a electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante; las proteinas
separadas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Sequi-Blot PVDF Membrane for Protein
Sequencig, Bio-Rad). La transferencia se llevo a cabo a 100 V durante 2 h en amortiguador de corrida.
Al término de este tiempo, se retiraron las membranas y se colocaron otras nuevas para repetir la
transferencia durante 1 h. Las membranas se tifieron con azul de Coomassie R - 250 (al 0.025 % en
metanol al 40 %) durante 30 min, se destifieron con metanol al 50 % y se dejaron secar.
Posteriormente, las bandas de interés fueron cortadas y almacenadas a -20 °C para su posterior
analisis. Se realizd una segunda transferencia, con el objeto de garantizar que toda la proteina se
pasara del gel a las membranas.

El andlisis de las secuencias se llevd a cabo mediante degradacion de Edman en el sistema de
Procise 491 Protein Sequencing System (Applied Biosystems, Foster City CA), usando el método
“pulsed Liquid PVDF” y los patrones 20 Amino Acid PTH Standard de Perkin Elmer Applied
Biosystems (Part number 400879)".
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6.10.2 Analisis de las secuencias por espectrometria de masas

Algunas toxinas se analizaron por espectrometria de masas. Las bandas provenientes del
analisis cromatografico se enviaron a la unidad de Proteémica, del Instituto de Biotecnologia de la
UNAM en Cuernavaca Morelos. Ahi, las muestras fueron previamente reducidas con DTT, alquiladas
con iodoacetamida (Sigma Aldrich) y digeridas “in gel” con tripsina (Tripsina modificada grado
secuenciaciéon de Promega). Los péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema CL-EM
constituido de un cromatografo liquido de micro-flujo Accela (Thermo-Fisher Co. San Jos¢, CA) con
“spliter” (1/20) y un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher Co., San José¢, CA)
con sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). En el sistema de cromatografia de liquidos se
utilizé un gradiente de 10 — 100 % de disolvente B (acetonitrilo/acido acético 0.1 %) durante 120 min
en una columna capilar PicoFrit Proteopep 2 C18 75 pm DI x 50 mm (New Objective Inc., Woburn,
MA). El flujo del sistema de CL fue de 400 nl/min. Para la fragmentacion de los péptidos, se utilizaron
los métodos de CID (Collision-Induced Dissociation) y HECD (High energy Collision Dissociation)
donde solamente los iones con carga 2" y 3" fueron seleccionados para los eventos de fragmentacion.
No se consideraron los iones con cargas 1°, superiores a 4° o con cargas indefinidas. Todos los
espectros fueron adquiridos en modo de deteccion positiva. La ejecucion y captura de los datos de
fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones, siguiendo las cargas
pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z); la energia de colisién normalizada fue de
35 unidades arbitrarias; activacion Q de 0.250; tiempo de activacion de 40 ms y tiempo méaximo de
inyeccion de 10 ms por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos, se utilizd la
exclusion dinamica de iones: (i) lista de exclusion de 500 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 15
segundos y (iii) tiempo de exclusion de 60 s. Los datos espectrométricos fueron analizados de forma
manual y automatica. La bisqueda de forma automatica se realizd contra la base de datos del NBClnr
a través del programa Matrix Science (Mascot Search Result) y Protein Prospector. Las secuencias
también se alinearon con CLUSTALW?2 en linea (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

Los péptidos obtenidos de la digestion con tripsina de las bandas activas por zimografia,
fueron analizados por un sistema CL-EM de nanofluyjo EASY-nLC II (Thermo-Ficher Co. San Jose,
CA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Ficher Co., San Jose, CA)
con un sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI). La calibracion del espectrometro fue
realizada con una solucion Calmix (N-butilamina, cafeina, Met-Arg-Phe-Ala (MRFA) y Ultramark
1621. En el sistema de cromatografia de liquidos se utilizaron el mismo sistema de gradiente y tiempo
de analisis que las descritas en el analisis de las bandas provenientes del analisis cromatografico, pero

utilizando una columna capilar empacada manualmente (DI 0.75 pm y 10 cm de largo RP-C18). El
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flujo del sistema de CL fue de 300 nanolitros/minuto. Para la fragmentacion de los péptidos se
utilizaron los métodos anteriormente descritos, donde solamente los iones con carga 2*, 3" y 4" fueron
seleccionados para los eventos de fragmentacion. No se consideraron los iones con cargas 17,
superiores a 5° y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de deteccion
positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron realizados de forma dependiente
del escaneo total de iones segun las cargas pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z),
energia de colision normalizada de 35 unidades arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de
activacion de 10 milisegundos y tiempo maximo de inyeccion de 10 milisegundos por micro-escaneo.
Durante la captura automatica de los datos fue utilizada la exclusiéon dindmica de iones: (i) lista de
exclusion de 400 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos y (iii) tiempo de exclusion de 300
segundos. Los datos espectrométricos fueron analizados de forma manual y automatica. La busqueda
de forma automatica se realiz6 contra la base de datos del NBClInr a través del programa Protein
Prospector, y contra PDB de UniProt de Millepora a través del programa Proteome Discoverer 1.4.
Las secuencias obtenidas se sometieron al programa BLAST para observar si tiene homologia con
alglin otro organismo. Las secuencias también se alinearon con CLUSTALW2 en linea

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).
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7 RESULTADOS

7.1 Obtencién del extracto acuoso de M. alcicornis y determinacion de proteina

Se obtuvo el extracto acuoso de M. alcicornis de acuerdo a la metodologia descrita en
materiales y métodos. Para lo cual se utilizaron 1.440 kg del hidrocoral recolectado en La Bocana
Chica y 0.52 kg del recolectado en Jardines, los extractos de los dos lugares se obtuvieron por
separado, realizando para cada uno de ellos dos extracciones.

Se elabor6é una curva estandar en la que se utilizé albumina de suero bovino a diferentes
concentraciones (0 — 20 ug/ml), la absorbancia se midi6 a 595 nm. Posteriormente, estos extractos se
liofilizaron y a cada extracto se le determind la cantidad de proteina total mediante el método de
Bradford (1976). De los extractos provenientes de la colecta de la Bocana se obtuvieron 676.8 mg de
proteina (40 pg de proteina/mg de liofilizado) y de los extractos provenientes de la colecta de Jardines
se obtuvieron 331.8 mg de proteina (42 pg de proteina/mg de liofilizado). Considerando que del
extracto proveniente de la Bocana se obtuvo una mayor cantidad de proteina, se decidi6 trabajar con

éste para continuar con el estudio farmacoldgico, toxinoldgico y quimico.

7.2 Efecto del extracto acuoso de M. alcicornis sobre el musculo liso intestinal y el sistema
nervioso entérico

Se evaluo el efecto del extracto acuoso normal y desnaturalizado (incubado a temperatura de
ebullicién 20 min) en el ileon aislado de cobayo, utilizando diferentes concentraciones de proteina
(0.01, 0.1 1, 10 y 100 pg/ml). El extracto acuoso de M. alcicornis indujo un efecto excitatorio, el cual
es dependiente de la concentracion (CEso= 2.98 = 1.06 pg/ml). El extracto desnaturalizado también
present6 un efecto contractil, aunque este efecto fue significativamente menor al del extracto normal
(CEsp= 66.47 = 1.18 ng/ml) (Figuras 3A y B), lo que provoco el desplazamiento a la derecha, de la

curva concentracion respuesta (CCR) (Figura 3C).
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Figura 3. Efecto excitatorio producido por el extracto acuoso de M. alcicornis. A) antes y B) después
de la incubaciéon C) CCR mostrando el efecto excitatorio del extracto de M. alcicornis antes (simbolos
cerrados) y después de la incubacion (simbolos abiertos).

7.3 Caracterizacion toxinolégica del extracto

7.3.1 Letalidad en ratones y toxicidad sistémica in vivo

El extracto de M. alcicornis se administrd en ratones via i.v. a diferentes concentraciones (0.16,
0.32, 1.5, 3.0, 6.0, 12, 24 y 48 pg de proteina/g de peso corporal) con la finalidad de determinar su
letalidad y sus efectos toxicos sistémicos.

El extracto acuoso de M. alcicornis indujo letalidad en los ratones, con una DLsy de 17 pg
proteina/g de peso corporal. A dosis menores que la DLsy (1.5 y 3.0 pg proteina/g), el extracto indujo

una respiracion forzada inmediatamente después de la administracion, pero los ratones se recuperaron
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en pocos minutos. Estos ratones también presentaron una pérdida progresiva de respuestas después de
la administracion del extracto, lo cual usualmente se relaciona con dolor. Sin embargo, gradualmente
recuperaron su comportamiento normal. A las dosis de 6 y 12 ug proteina/g, el extracto acuoso también
indujo dificultad respiratoria, hipoactividad y otros sintomas como paralisis de las extremidades
traseras, hemoglubinuria, inflamacién intestinal, y paralisis completa. En algunos casos se presento
fallo respiratorio y convulsiones que precedieron a la muerte. Dosis superiores a la DLs, (24 and 48 pg
proteina/g) indujeron sintomas similares a los producidos por las dosis mas bajas, aunque en algunos
casos, las muertes ocurrieron en un periodo de tiempo maés corto. El extracto acuoso desnaturalizado no

mostr6 ningtn efecto en los ratones.

7.3.2 Analisis histopatologico

Las imagenes obtenidas mediante micrografias de luz (ML) mostraron cambios
histopatolégicos en tejidos de rifion, pulmon e higado, pero no se observaron alteraciones en corazon,
cerebro o musculo esquelético. En las secciones de rifion, los capilares del aparato glomerular se
observaron congestionados con material proteinaceo en el interior de los tibulos y en algunos casos, se
observo necrosis tubular aguda (Figuras 4A y 4B). En las secciones de pulmdn, se observd una severa
degeneracion de las células epiteliales alveolares y descamacion, dafio a los capilares y una marcada
infiltraciéon de eritrocitos y material proteindceo en los alveolos (Figuras 4C y D). Las secciones de
higado mostraron diferentes grados de lesiones patoldgicas, con congestion aguda vascular y areas con
material fibrinoide mezclado con neutréfilos y apoptosis celular, lo que indico el desarrollo de
reacciones inflamatorias (Figuras 4E y F). Se tomaron algunas muestras de sangre de los ratones,
cuatro horas después de la administracion del extracto, para la cuantificacion de alanina
aminotransferasa y aspartato aminotransferasa, sin embargo, estos experimentos no dieron resultados
confiables, ya que las muestras de sangre estaban completamente hemolizadas. La inyeccion del

extracto desnaturalizado no provoco6 ningin cambio histopatologico en los tejidos examinados.
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Figura 4. Micrografias de luz de secciones de tejidos después de la administracion del extracto acuoso
de M. alcicornis via i.v. (A) Seccion de rifidon control, comparado con una (B) seccion de rifidon de
raton al que previamente se le habia administrado el extracto; ndtese la severa congestion capilar
peritubular. (C) Seccidon de pulmoén de ratén control comparado con una (D) seccion de pulmon de un
raton tratado con el extracto, notese el grosor de la membrana alveolar y las zonas hemorragicas. (E)
Seccion de higado de un raton control comparado con una (F) seccion de higado de un raton
previamente tratado con el extracto, nodtese la aguda congestion vascular y areas con material
fibrinoide. Magnificacion de A, B, C y D: 400x, Magnificacion de E y F:100x, tincién de
hematoxilina-eosina.
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7.3.3 Toxicidad en A. salina

En el ensayo de toxicidad para 4. salina se encontré que el extracto acuoso de M. alcicornis
presenta una significativa toxicidad (CLso = 70.71 pg/ml), si se considera que extractos crudos son
activos en este ensayo a concentraciones menores de 1000 pg de proteina/ml (Meyer et al. 1982). Este
extracto resulto ser ligeramente menos toxico que el de M. complanata (CLsy= 52.08 pg/ml). Cuando
el extracto de M. alcicornis se desnaturalizd, su toxicidad disminuy6 drasticamente (CLsy) = 960.28

pg/ml), y para M. complanata el efecto toéxico se mantuvo con el extracto desnaturalizado.

7.4 Caracterizacion de la actividad hemolitica e identificacién parcial de una hidralisina
7.4.1 Actividad hemolitica

Considerando que las toxinas producidas por otras especies del género Millepora presentan
actividad hemolitica, se determin6 el efecto hemolitico del extracto de M. alcicornis, normal y
desnaturalizado, a diferentes concentraciones (0.0001 — 150 pg/ml). En esta evaluacidon se encontrod
que el extracto de M. alcicornis produjo una hemolisis dependiente de la concentracion (Figura 5), en
el caso del extracto desnaturalizado, el efecto hemolitico desaparecid, lo cual sugiere que los
compuestos responsables de la hemdlisis son termoldbiles. Los eritrocitos de pollo mostraron mayor
resistencia al efecto hemolitico del extracto que los eritrocitos de otras especies (Figura 5 y Tabla 1).
En este trabajo, se utilizaron los eritrocitos de rata para caracterizar la actividad hemolitica del
extracto. El extracto acuoso de M. alcicornis (UHso= 0.04 £ 0.005 pg/ml) fue aproximadamente 2200

veces mas potente que la ionomicina (UHso=92.57 = 1.01 pg/ml).

élOO * Humano
5 -= Cobayo
s 754 -+ Raton
i v- Conejo
= -+ Pollo

2 50 - Rata

< & Jonomicina
= 254

2z

k>

< 0 P

3 2 1 0 1 2 3

Log concentracion (ug proteina/ml)

Figura 5. Curvas concentracion-respuesta de la actividad hemolitica producida por el extracto acuoso
de M. alcicornis sobre los eritrocitos de diferentes especies.
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Tabla 1. Actividad hemolitica del extracto de M. alcicornis en eritrocitos de varias especies

Tipo de Actividad hemolitica
eritrocitos (UHs5p)

Rata 0.042 £ 0.005
Cobayo 0.29+£0.15

Ratén 0.41+£0.015
Conejo 0.63+0.35
Humano 1.0+ 0.31

Pollo 129 + 8.2*

Cada valor esta expresado como el promedio + S.E.M. (n=3).
*p < .05 vs eritrocitos de rata.

7.4.2 Caracterizacion de la actividad hemolitica

La actividad hemolitica del extracto acuoso de M. alcicornis fue muy estable a los cambios de
pH (Figura 6A). Respecto al efecto de la temperatura, se encontré6 que la mayor actividad hemolitica
se presenta entre 40 y 43 °C. Temperaturas menores a 20 °C producen una disminucién en la potencia
y la eficacia de la hemolisis (Figura 6B). Temperaturas superiores a 55 °C provocaron lisis de los
eritrocitos (Figuras 6B y C). El analisis de la estabilidad térmica mostrd que la actividad hemolitica se
inactivé a temperaturas superiores a 60 °C, mientras que a temperaturas de preincubacion menores a
45 °C, la actividad hemolitica del extracto se conservd (Figura 6C).

También se evalud la actividad hemolitica del extracto acuoso, en presencia de cationes
divalentes tales como Ca®", Mg®", Cu®", Zn*" y Ba>". En estos experimentos, se encontrd que la
actividad hemolitica era suprimida por Cu®” 0.1 mM y Zn*" 6 mM. Sin embargo, esta actividad
aument6 con la adicion de Ca®" y Mg®". En el caso de Ba®', concentraciones menores a 6 mM
incrementaron la actividad hemolitica del extracto, mientras que concentraciones superiores a 8 mM
provocaron la inhibicion de esta actividad (Tabla 2). La actividad hemolitica se redujo al incubar el
extracto con EDTA 0.34 mM y rapidamente desaparecié con EDTA 0.43 mM (Tabla 3).

La actividad hemolitica del extracto se redujo significativamente después de la incubacion con
el inhibidor de PLA, (p-BPB). En estos ensayos, las CCR se desplazaron a la derecha, dependiendo de
la concentracién del inhibidor (Figura 7A). Los valores obtenidos de las UH;, del extracto acuoso de

M. alcicornis en presencia del inhibidor se muestran en la Figura 7B.
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Figura 6. Efecto del (A) pH y (B) la temperatura de incubacion sobre la actividad hemolitica del
extracto acuoso de M. alcicornis. (C) Estabilidad de la actividad hemolitica del extracto después de su
incubacion a diferentes temperaturas.
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Tabla 2. Efecto de cationes divalentes sobre la actividad hemolitica del extracto acuoso de M.
alcicornis evaluado a la UHjy,.

Concentracion Actividad hemolitica (%)

(mM) Ca* Mg2+ Cu®* Zn* Ba®*

0.001 48 £9 54+4 49 £ 4 66 +2 51+6
0.01 49 + 05 55+1 40+2 68 £2 54+5
0.1 52+1 48 £ 3 26+3 65+1 59+6
1 51+4 54+4 29+3 62+0.0 79+£2
2 65+4 61+3 7+4 46 £ 1 84+ 4
4 76 £1 57+6 0+0 36 £1 81+4
6 98 +2 63+£3 2+£6 83+£2
8 100+ 0.0 73+3 0+0 1+£0.0
10 100+ 0.0 87 +£2 0£0 0+£0.0
12 100 £ 0.00

Tabla 3. Efecto del EDTA sobre la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. alcicornis evaluado

ala UH50A

Concentracién (mM)

Actividad hemolitica (%)

4.3E-05
0.0004
0.0043
0.043
0.086
0.172
0.258
0.344
0.43
0.5

50+2.0
55+7
60+3
58+6
59+5
59+1
57+3
45+ 0.00
0.00+0
0.00+0
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Figura 7. A) Curvas concentracion-respuesta, mostrando el efecto del inhibidor de PLA, p-BPB,
sobre la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. alcicornis. B) valores de UH;5, obtenidos al
incubar el extracto acuoso en presencia del inhibidor p-BPB.

7.5 Actividad de PLA,

Se evaluod la actividad de PLA, del extracto acuoso de M. alcicornis y se compard con la
actividad del extracto acuoso de M. complanata, también recolectada en el Caribe mexicano. Los
resultados mostraron, como ya se habia reportado (Garcia-Arredondo et al. 2011), que ambos extractos
presentan actividad de PLA, (M. alcicornis = 44.32 pmol/min/g y M. complanata = 55.34 + 1.38
umol/min/g), la cudl fue significativamente menor que la actividad presentada por la PLA, purificada a

partir del veneno de abeja (414.96 umol/min/mg).

7.6 Deteminacion del efecto proteolitico del extracto acuoso de M. alcicornis
El extracto acuoso no mostré actividad proteolitica, lo cual indica que éste no contiene toxinas
con actividad de proteasa. El control positivo (Streptomyces griseus) mostrd un efecto de 980.4 + 5.2

pmol/min/mg.

7.7 Electroforesis SDS-PAGE, zimografia e identificacién de una hidralisina de ~ 28 kDa

El extracto acuoso de M. alcicornis contiene proteinas que abarcan un amplio rango de pesos
moleculares comprendidos entre 8 y 200 kDa. En condiciones reductoras, el perfil electroforético
cambi6 (Figura 8A). Por zimografia se identificaron dos principales zonas hemoliticas, una de las

cuales corresponde a una banda de aproximadamente 28 - 30 kDa, y la otra a una banda de
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aproximadamente 200 kDa (Figura 8B). En condiciones reductoras, la banda de 200 kDa desaparecio,
lo que sugiere que ésta consiste de dos o mas subunidades. El andlisis zimografico mostré que hay
bandas de entre 28 y 30 kDa que poseen actividad hemolitica y de PLA,, mientras que la de 200 kDa
no mostrd actividad enzimatica (Figura 8C). Las bandas de entre 28 y 30 kDa se extrajeron del gel de
electroforesis, fueron alquiladas y digeridas con tripsina y posteriormente, se analizaron en un sistema
CL-SM para su analisis, como se describié en la metodologia. Las secuencias numeradas desde la
hasta 6a, pertenecen a la banda que tiene un peso molecular aproximado de 30 kDa, mientras que las
secuencias numeradas de 1b — 8b proceden de la banda de peso molecular intermedio de
aproximadamente 29 kDa y las secuencias numeradas de 1c - 7c son de la banda de menor peso
molecular. Los resultados derivados del anélisis por espectrometria de masas se analizaron mediante
BLASTp y se encontraron similitudes con secuencias de diferentes proteinas; sin embargo, algunas
secuencias no mostraron similitud con ninguna proteina (Tabla 4). Las secuencias la - 3a mostraron
homologia con la proteina tipo hidralisina de Hydra viridis. Estas secuencias también se analizaron con
el programa ClustalW2. Es importante mencionar que este programa permite alinear secuencias de
proteinas y de esta manera, se pueden observar identidades, similitudes y diferencias entre éstas. Al
realizar la alineacion, se confirmé que tres de las secuencias (la, 2a y 3a) presentaban homologia con

secuencias de hidralisinas de H. viridis (Tabla 4 y Figura 9).
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Figura 8. Perfil electroforetico en condiciones no reductoras (mad) y reductoras (madr). Las bandas se
visualizaron mediante tincion de coomassie. B) Zimograma de hemolisis en gel de agar al 1.5%
suplementado con 5% de yema de huevo y 3% de eritrocitos lavados. Se observan dos zonas
hemoliticas correspondientes a bandas con pesos moleculares de aproximadamente (28-30 kDa) y ~
200 kDa. C) Zimograma de fosfolipasa A2 en gel de agarosa al 2% suplementado con 6% de yema de
huevo. Se observa solamente una zona con actividad enzimatica correspondiente a bandas con pesos
moleculares entre 28 y 30 kDa.
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Tabla 4. Secuencias obtenidas del andlisis por espectrometria de masas de bandas extraidas del gel de
electroforesis y que por zimografia muestran actividad hemolitica.

No

Ton

Secuencia

Homologia

la

704.37

STEFTLEGVFK

*Hidralisina [Hydra vulgaris]
Longitud proteina: 244 residuos
Query 1 STEFTLEGVFK
Sbjct 121 STEFGVEGVFK

854.91

GSEFSMSVTAGSSQSK

*Hidralisina [Hydra vulgaris]
Longitud proteina: 244 residuos
Query 1 GSEFSMSVTAGSSQSK
Sbjct 134 GAEFSVSVTAGKSGS

946.46

FDDLQGLDSSPNDVR

*Hidralisina [Hydra vulgaris]
Longitud proteinas: 244 y 218 residuos
Query 1  FDDLQGLDSSPNDVR
Sbjct 6 LTFSDLTWLDSSPDTVR

1200.61

LGGSTDPNLLTLLAGAYGPK

Proteina cordina [ Nematostella vectensis]
Longitud proteina 856 residuos

Query 1 LGGSTDPNLLTLLAGAYGPK
Sbjct 150 YEGDQKPKLLTLL- - - -GPK

S5a

1171.04

SVWETENLPNYSGK

Proteina asociada a microtubulos [Aplysia
californical

Longitud proteina: 1672 residuos

Query 1| SVWETENLPNYS

Sbjct 655 SVWETELLPDYS

1143.08

ADNQPGVLLQVFEWR

Proteina de choque térmico [Ectocarpus
siliculosus]

Longitud proteina: 455 residuos

Query 1 ADNQPGVLIQVFE

Sbjct 239 ADNQPGVLIQVFE

Ib

637.87

LVVYPQPAFK

No se encontré homologia

2b

854.46

VGDLSQLGTYWDLK

No se encontré homologia

3b

895.96

DPDNYWLELLSAK

Glioxalasa/bliomicina proteina/dioxigenasa
[Acidaminococcus fermentans DSM 20731]
Longitud proteina: 121

Query 1 DPDNYWLEILSAK

Sbjct 108 DPDNYWLEILPPK

4b

1143.08

ADNQPGVLIQVFEGER

Proteina de choque térmico 70
[Leucocryptos marina)
Longitud proteina: 129 residuos
Query 1 ADNQPGVLIQVFE
Sbijct 239 ADNQPGVLIQVFE

5b

902.01

LEQVLTGETLVNK

Proteina hipotética

[Volvox carteri f. nagariensis]
Longitud proteina: 395 residuos
Query 2 EQVLTGETLVNK
Sbjct 156 EQMLTGEALVNK

6b

962.46

EENPNASKDEYEAK

Hidractinia_e

Longitud proteina: 653 residuos
Query | EENPNASKDEYEAK
Sbjct ~DEHQNAEKDEYESQ

7b

980.20

EFENGELLVESHALLR

No se encontré homologia

8b

1171.59

DNQGPVLLQVQPNYSGK

No se encontré homologia 48



lc 614.88 LQAYQFTDK Peroxiredoxina 2 [Crassostrea gigas]
Longitud proteina: 48 residuos
Query 2 QAYQFTDK
Sbjct 10 QAFQFTDK

2c 606.85 LTVNDLPVGR Proteina hipotética Helrodraft 154361
[Helobdella robusta]
Longitud proteina: 223 residuos
Query 1 LTVNDLPVGR
Sbjct 166 LTINDLPVGR
Proteina peroxiredoxina 4
[Cyanea capyllata]
Longitud proteina: 238 residuos
Query 1 LTVNDLPVGR
Sbjct 166 ITMNDLPVGR

3c 511.27 AGVEFTER Proteina hipotética [Plesiocystis pacifica]
Longitud proteina: 339
Query 1 AGVEFTER
Sbict 213 AGVEFTER

4c 987.49 VATGSHNSPSEEFR No se encontré homologia

5c 1016.01 NPESDSSALVHQPYK No se encontré homologia

6¢ 1172.55 VGQETENLPNYSGK No se encontré homologia

Tc 1199.56 TDLSVGQETENLPNYSGK Proteina hipotética desintegrina
[Hydra vulgaris)

Longitud proteina: 1080 residuos
Query 1  DLSVGQETEN---LPNYSGK
Sbjct 280 GFSIGDETELAISLPSYSTT

Las bandas numeradas como la — 6a pertenecen a la banda de mayor peso molecular de
aproximadamente 30 kDa y las bandas numeradas como 1b — 8b pertenecen a la banda de intermedio
peso molecular de aproximadamente 29 kDa y las bandas numeradas como lc - 7¢ pertenecen a la
banda de menor peso molecular de aproximadamente 28 kDa. Los residuos resaltados con amarillo
indican las diferencias entre las secuencias que se estan comparando *analisis de las secuencias por
CLUSTALW?2.
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Hydralysin-2_full Hvi
Hydralysin-1_. full Hvi
Hyd.ralysm—S_full_Hv:.
Bydralysin full Hv

Hydralysin-like Hv_ 244

Hydralysin-2_full Hvi
Hydralysin-1_full Hvi
Hydralysin-3_full Hvi
Hydralysin full Hv

Hydralysin-like Hv_
Hydralysin-like Hv_244

Hydralysin-2_full Hvi
Hydralysin-1_full Hvi
Hydralysin-3 full Hvi

Hydralvsin-like Hv_
Hydralysin-like Hv_ 244

Hydralysin-2_full Hvi
Hydralysin-1_full Hvi
Hydralysin-3_full Hvi
Hydralysin full Hv

Hydralysin-like Hv_
Hydralysin-like_ Hv_244

Hydralysin-2_full Hvi
Hydralysin-1_full Hvi
Hydralysin-3_full Hvi
Hydralysin full Hv

Hydralysin-like Hv_
Hydralysin-like Hv_ 244

LTFDDLOGLDSSPNDVR-3a-946.46
MGKE LLTESDLTWLDSSPDTVRSAF TRQYGTTPDGIALNSEGYFGYHSPP 50
MGKE LLTESDLTWLDSSEDTVRSAF TREYGTTPDGIALNSEGYFGYHSPP 50
MGKE LLTESDLRWEDSSEDTVRSAF TREYGTTPDGIALNSEGYFGYHSPP 50
MGKE LLTESDLSWLDSSPDSVRKAF TNSYGRTPDGISVNNETYFNAVKPA 50
MAKE LLSETDLVWLDSSEDSVROAF SKQYGKTPDGIALNHETYYNAVTPA 50
MAKE LLSENDLVWLDSSEDSVRNAF TNSYGKTPDGIALNHETYYNAVTEA 50

k kkkkak Kk kkkkkkkokk kka  kk kkkkksak * ki *

ITEQYGRPCYKQTGETKITLQDLAPPTDAILGNSIARNRGDSPITLIVSV 100
ITEQYGRPCYKQTGETKITLQELGP STDAVLGNSTAVNRGDSSIDLTVSV 100
ITEQYGRPCYKQTGETKITSQDLSAPTDDVLGSSAAINRGDSPITLT --- 97

ITEQYGHYCYKRTGQTKIVSQQLSDPTDAVLGSSIARNRGDSPVILTIVSV 100
ITEQYGHYCYKRTGETTVISQELSDSADANLGSTFAVNKGDTPVILTMSV 100
ITEQYGHYCYKRTGETNIVSQDLSEPADAVLGSSSAVNKGDTPVTLTVSV 100

khkkkkks kkkokkok o ek ok *k o+ k kaokk: -

2&—851.91-

MSTEFTLEGVFK-1a-704.37
EGKWSDSTSWSTSTETGVKMSSEFGVE 150
EGKWSDSTSWSTSTETGVKMSSEFEVE 150

5 124
AGTWNDSTSWSTSAEAGVIMKSEFEVSGF 150
TGRWSELTSWITCSETGVRMSTEFGVE 150
TGKWSDSTSWSTSSETGVKMSTEFGVEGI 150

EKTSTSSVQVIVPPRSKVVVSMVGIMKKEKVFFEVPVIVDGSFGANFPST 200
EKTSTSSVQVIVPPRSKVVVSMVGIMKKEKVFFEVPVIVDGSFGANFPST 200
EKTSTSSVQVIVPPRSKVVVSMVGIMKKEKVFFEVPVIVDGSFGANFSST 174
EKSSTSQIQVIVPPRSKVIVNMVGIMKKEKVCFEVPITVDGSFGANFGSS 200
EKSATSQVQVIVPPHSKVSVSMIGKMKKEKVIFEVPVIVDGSFGANYNKQ 200
EKS5TSSIQVIVPPRSKVCVNMVGV LKKEKVFFEVPVIVDGSFGANFRSQ 200

Fhookk ckkkkkkokkk Kk kak skkhkkk kkkkokkkkkkkkk,

VOGHYFWFMDARSCLNKTSGVIKGT IDHANVFDVSVEVGPSEPL 244
VOGHYFWFMDARSCLNKTSGVIKGT IDHANVFDVSVEVGPSEPL 244
VOGH YFWFMDARSCLNKTSGVIKGT IDHANVFDVSVEVGPSEPL 218
VOGHYFWFMSTDQALSKTSGIIKGT IDHASVFDVSTEIGPSEPL 244
VOGHYFWFIGAGQALSKTITGVIKGT IDHANVFDVITEVGQSQPL 244
VOGHYYWFIGANKALSKSTGIIKGT IDHACVFDVSTVVEPSQPL 244
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Figura 9. Alineamiento de secuencias de M. alcicornis que tienen homologia con hidralisinas de H.
viridis con el programa ClustalW2. Cada secuencia esta resaltada con diferente color.

7.8 Analisis microscopico en A. salina y eritrocitos de rata

El analisis por microscopia reveld que el extracto acuoso de M. alcicornis lisd las membranas
de los eritrocitos, lo que provoco la liberacion del material intracelular de las células (Figura 10). Sin
embargo, los eritrocitos control permanecieron viables e intactos durante el tiempo de incubacién. El
analisis microscopico evidencid que fue alterada la masa visceral de la cavidad primaria del cuerpo de
las artemias, su cuticula también mostré dafio (Figuras 11B, C y E). En contraste, los nauplios control

mostraron una cuticula normal (Figuras 11A y D), y su masa visceral luci6 bien definida.
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Las secciones longitudinales ultrafinas (TEM) de los nauplios, expuestos al extracto acuoso de
M. alcicornis, mostraron desorganizacién celular (Figura 11F), en contraste con el control que no

mostré alteraciones (Figura 11G).

Figura 10. Micrografia electronica de barrido (SEM) mostrando el efecto del extracto sobre eritrocitos
de rata. A) Eritrocitos control pre-incubados con solucion de Alsever. (B y C) Eritrocitos pre-
incubados con la CHsy del extracto acuoso de M. alcicornis, ndtese el material amorfo de las
membranas rotas en el fondo de la imagen. (D) Remanente de las membranas de los eritrocitos
completamente destruidos, después de la incubacion en presencia de 10 veces la CHsy del extracto
acuoso de M. alcicornis.
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Figura 11. Micrografias mostrando el efecto del extracto sobre 4. salina. (A) Nauplio de A. salina
usada como control. (B y C) Nauplios después de 24 horas de incubacion en agua de mar con 10 veces
la DLs, del extracto acuoso de M. alcicornis; se observa que las membranas estan parcialmente
desintegradas. ML, 400 x. (D) SEM nauplios control y (E) nauplios tratados, no se observan
modificaciones externas significativas. TEM (F) corte longitudinal de intestino de artemia control y
(G) artemia tratada; se observan alteraciones en la estructura.
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7.9 Separacion parcial de toxinas que: i. Modulan la contraccién del misculo liso intestinal vy ii.
Presentan actividad hemolitica

7.9.1 Fraccionamiento cromatografico del extracto acuoso

Se llevd a cabo el fraccionamiento cromatografico del extracto acuoso de M. alcicornis,
comenzando con la columna de intercambio i6nico (DEAE celulosa) en la que se fraccionaron 203.15
mg de proteina en inyecciones de 3.5 ml que contenian 30 mg de proteina cada uno. Se obtuvieron tres
fracciones: una fraccion no retenida que se eluyd con acetato de amonio 10 mM, denominada MAT1; la
segunda fraccion, eluida con acetato de amonio 10 mM y NaCl 1 M al 25 %, denominada MA2 y una
tercer fraccion obtenida al hacer pasar 100 % de NaCl 1 M (Figura 12). Las fracciones se liofilizaron y

resuspendieron en agua desionizada.
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Figura 12. Perfil cromatografico obtenido a partir del fraccionamiento del extracto de M. alcicornis, al
pasar por una columna de DEAE-celulosa.

De la fraccion MA1 se obtuvieron 29.23 mg de proteina (rendimiento = 14.38 %), de la
fraccion MA2 se obtuvieron 15.36 mg de proteina (rendimiento = 7.56 %) y de la fraccion MA3 se
obtuvieron 3.16 mg de proteina (rendimiento = 1.56 %).

7.9.2 Analisis electroforético de las fracciones MA1 y MA2
Se realizd el andlisis electroforético de las fracciones MAl y MA2 normales y

desnaturalizadas. En la Figura 13 se observa el perfil obtenido. En MA1, se pueden apreciar dos bandas
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intensas de aproximadamente 35 kDa y que podrian ser las responsables de la actividad hemolitica
presentada por el extracto, debido a que se ha reportado la presencia de enzimas con actividad de PLA,,
con pesos moleculares entre 30 y 40 kDa en extractos provenientes de otras especies del género
Millepora (Radwan & Aboul-Dahab 2004; Ibarra-Alvarado et al. 2007). En MA1 también se observa
la presencia de bandas con pesos de menos de 20 kDa que no se observan en la fraccion MA2, estas
bandas podrian corresponder a proteinas formadoras de poros que tienen pesos moleculares de entre 5-
8 kDa. Ambas fracciones comparten unas bandas de aproximadamente 20 kDa. Los componentes que
presentan este peso molecular, podrian ser las responsables del efecto vasoconstrictor producido por el
extracto en la aorta de rata, segin evidencias encontradas en M. complanata con compuestos
purificados de pesos similares (Ibarra-Alvarado et al. 2007). Respecto al perfil de MA2, se observa la

presencia de dos bandas de aproximadamente 25 kDa que no parecen estar presentes en MA1.

MA2D MA2 MA1ID MA1 EXT PM
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Figura 13. Gel de electroforesis del extracto acuoso de M. alcicornis y tefiido con tincion de plata.
MA1 y MA2 normal y desnaturalizadas (MA1D y MA2D = Fracciones desnaturalizadas; EXT =
Extracto; PM = Marcador de peso molecular).

7.9.3 Evaluacion bioldgica de las fracciones obtenidas a partir del fraccionamiento del extracto
acuoso
7.9.3.1 Evaluacién de las fracciones MA1 y MA2 en el musculo liso intestinal
Las fracciones MA1 y MA2, obtenidas a partir del analisis cromatografico a gran escala del
extracto, se evaluaron en el modelo de ileon aislado de cobayo a la CE5, del extracto normal (2.98
pg/ml). Ambas fracciones produjeron una respuesta excitatoria en el ileon (MA1 = 96.78 % + 12.89 y
MA2 = 88.75 % £ 17.09). El efecto maximo excitatorio inducido por MA1 se observo a los 4.1 £0.76

min, en tanto que el efecto maximo producido por MA2 se presentd a los 4.76 £ 1.078 min. El efecto
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excitatorio producido por ambas fracciones fue significativamente mayor al efecto del extracto (Figura

14).

A) B)
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Figura 14. Registro representativo del efecto de las fracciones a) MA1 y b) MA2 sobre las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo a la concentracion de 2.98 pg/ml.

Se evalud también el efecto de MA1 y MA2 sometidas al proceso de desnaturalizacion en el
ileon. Sin embargo debido a que el valor de la CEs calculado para el extracto desnaturalizado era
demasiado alto (66.47 = 1.18 pg/ml), no fue posible realizar los experimentos por triplicado, pues se
necesitaria una gran cantidad de proteina de la fraccion. De tal manera que solo fue posible hacer una
evaluacion de cada una de las fracciones (MA1 = 66.47 pg/ml y MA2 = 33.23 pg/ml). En estos
experimentos se observo que MA1 indujo un aumento transitorio en la amplitud de las contracciones
del ileon, seguido de un efecto inhibitorio que no se habia observado al evaluar el extracto total. Esta
respuesta puede atribuirse a la presencia de sustancias termoestables inhibitorias, cuyo efecto se
encontraba “enmascarado” por el efecto de compuestos termoldbiles excitatorios. Por otra parte, la
fraccion MA2 produjo una serie de contracciones arritmicas, en las que se observaban pulsos de mayor
amplitud que la de las contracciones presentadas por el ileon antes de la aplicacion de la fraccion

(Figura 15).
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Figura 15. Registro representativo del efecto de las fracciones desnaturalizadas a) MA1 y b) MA2
sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo.

7.9.3.2 Evaluacién de la actividad de PLA; y hemolitica de las fracciones MA1 y MA2

Se evalud también el efecto hemolitico y actividad de PLA, de las fracciones MA1 y MA2
normal y desnaturalizadas. La actividad hemolitica se evaltio a la CHsy del extracto (0.17 £ 1.01
pg/ml). En este ensayo, MA1 y MA2 mostraron una actividad hemolitica similar (86.97 % de MA1l y
89.29 % de MA2). A la concentracion evaluada, ambas fracciones perdieron su efecto hemolitico
cuando se sometieron a ebullicion.

Posteriormente, se determind la actividad de PLA, y se observd que ambas fracciones
aumentaron su actividad con respecto a la del extracto (91.068 pumol/min/g de MAl y 123.21
pmol/min/g de MA?2), concentrandose este efecto en la fraccion MA2. Al igual que con el extracto

desnaturalizado, el efecto desapareci6 en las dos fracciones desnaturalizadas.
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7.9.4 Andlisis cromatografico de las fracciones MA1 y MA2 por cromatografia de exclusion
molecular

La fraccion MAT1 se sometid a un andlisis cromatografico para iniciar con la separacion de los

compuestos bioactivos por cromatografia de exclusion molecular. Se utilizé una columna de Sephadex

G-15 y se realizaron inyecciones de 500 pl de la fraccion MA1, cada inyeccion contenia 134 pg de

proteina. Se obtuvieron cinco fracciones (MA1-1 a MA1-5) (Figura 16).
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Figura 16. Perfil cromatografico de la fraccion MA1 en Sephadex G-15.

La fracciéon MA2 se dializ6 en una membrana MWCO de 1000 Da, se obtuvieron 15.36 mg de
proteina, lo que representa un rendimiento de 7.56 %. La fraccion se sometid a un analisis
cromatografico para iniciar con la separacién de los compuestos bioactivos, por cromatografia de
exclusion molecular. Se realizaron inyecciones de 500 pl de la fraccion MA2 (160 pnpg de
proteina/inyeccion). De esta separacion se obtuvieron cuatro fracciones (MA2-1 a MA2-4) (Figura 17),
y se determino la cantidad de proteina de todas las fracciones (Tabla 5). Aquellas fracciones en las que

no se detectd proteina, se liofilizaron nuevamente y se determind el peso seco de la fraccion obtenida

(Tabla 5).

57



140 4 r 90

MA2-1
J - 80
120 J
70
100 MA2-2 E
- 60 =
7) =
g 2
80 =
;E 50 é
= 2
bt < .
= 40 w - Conductividad
= 60 =
3 3
© . MA23 = - AU UV 280 nm
30 =
=
40 =
MA2-4
- 20
20
10
0 n 0
0 10 20 30 40 50 60 70

Volumen [ml]

Figura 17. Perfil cromatografico de la fraccion MA2 en Sephadex G-15

Tabla 5. Concentracion de proteina, rendimiento y peso del liofilizado de las fracciones obtenidas a
partir del analisis cromatogréfico de las fracciones MA1 y MA2.

Fraccién Cantidad de Rendimiento Peso
proteina (mg) % Liofilizado (g)
Fraccion inicial 1.01129
MA1-1 2.82546 1.39
MA1-2 1.6551 0.8142
MA1-3 - - -
MA1-4 - - 0.296
MA1-5 0.027 0.013
Fraccion inicial 0.00412
MA2-1 0.2537 0.124
MA2-2 - - 0.32017
MA2-3 - - 0.03026
MA2-4 - - 0.0194
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7.9.5 Evaluacién farmacolégica de las fracciones obtenidas a partir del analisis cromatografico
de MA1y MA2
7.9.5.1 Evaluacion de las fracciones en el musculo liso intestinal

Cada una de las fracciones obtenidas a partir del analisis cromatografico de MA1 y MA2 se
evalué en el modelo de ileon aislado de cobayo a diferentes concentraciones, con la finalidad de
detectar la minima concentracion a la cual éstas presentaban un efecto excitatorio. La concentracion a
la que este efecto se observo en algunas fracciones fue de 1 pg/ml.

Se observo nuevamente que las fracciones provenientes de MA1 inducian un efecto excitatorio
sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo. La fraccion MA1-1 present6 un efecto
excitatorio retardado y la fraccion MA1-2 presentd un efecto excitatorio inmediato. En ambas
fracciones el efecto se mantiene. En la fraccion MA1-3 se concentrd la sal, por lo que el efecto
excitatorio probablemente se debe a su presencia en la fraccion y la fraccion MA1-4 mostré un efecto
bifasico (Figuras 18 A-18D).

Con respecto al efecto farmacologico inducido por las fracciones obtenidas a partir de MA2, se
observo un efecto excitatorio en las fracciones MA2-1 y MA2-2; el efecto mas significativo se observo

en la fraccion MA2-1. Las fracciones MA2-3 y MA2-4 no tuvieron efecto (Figuras 18E y F).
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Figura 18. Efecto sobre las contracciones espontidneas del ileon, producido por las fracciones
obtenidas en Sephadex a partir de las fracciones obtenidas de: (A) MA1-1; (B) MA1-2; (C) MA1-3;
(D) MA1-4; (E) MA2-1; y (F) MA2-2. Concentracion evaluada:1 pg/ml de proteina.

Las fracciones restantes obtenidas del analisis de MA1 y MA2 que no se evaluaron en base a
su concentracion de proteina, se evaluaron en base al peso de la fraccion liofilizada, sin embargo no se
observo algun efecto en el ileon, ain a concentraciones mas altas. Por otro lado, las fracciones que
mostraron actividad sobre el ileon, se desnaturalizaron y se evaluaron nuevamente, el efecto excitatorio
solo se mantuvo a la misma intensidad en la fraccion MA1-3 que es la fraccion que contiene las sales

(resultados no mostrados), las demads fracciones no mostraron actividad.

7.9.5.2 Evaluacién de la actividad hemolitica de las fracciones obtenidas a partir del analisis
cromatografico de las fracciones MA1 'y MA2

Las fracciones que mostraron un efecto hemolitico fueron MA1-1, MA1-2 y MA2-1 cuando se
evaluaron a la UHs, del extracto normal; las demés fracciones no mostraron ningin efecto. Las
fracciones MA1-1 y MA1-2 mantuvieron practicamente el 50 % del efecto hemolitico, mientras que la
fraccion MA2-1 indujo una hemoélisis del 93 %, lo cudl significa que el efecto hemolitico aument6 en

esta fraccion con respecto al efecto del extracto total.

7.9.6 Analisis cromatografico en CLAR de las fracciones MA1-1 y MA2-1 que tienen un efecto
excitatorio en el musculo liso intestinal

Se procedi6 a realizar el andlisis cromatografico de las fracciones que presentaron efecto

hemolitico y excitatorio en ileon (MA1-1 y MA2-1) utilizando un CLAR y una columna de adsorcion

en fase reversa C-4. Para llevar a cabo el analisis, se inyectaron 20 pl de volumen de la fraccion MA1-

1 que representan 45.5 ug de proteina y se colectaron las fracciones, de mayor a menor polaridad. En la

Figura 19 se muestra el cromatograma obtenido a partir del analisis de la fraccion MA1-1, en el que se

observa que la fraccion mas polar eluye a un tiempo de 10 minutos y la fraccion menos polar a los 28

60



minutos, aproximadamente. Estas dos fracciones se evaluaron nuevamente en el ileon y, se encontro
que ambas tienen un efecto excitatorio (Figura 19).

Cabe senalar que el objetivo del presente trabajo involucraba la busqueda de compuestos que
tienen un efecto excitatorio en el ileon, producen hemolisis y son termolabiles, por lo que las
fracciones completas: MA1-1, MA2-1 y MA2-2 (la fraccion MA2-2 no presenta actividad hemolitica
sin embargo también se sometio al siguiente paso de purificacion) se recromatografiaron a las mismas
condiciones anteriormente descritas, con la finalidad de lograr otro paso de purificacion para obtener
fracciones mas puras. Se hicieron 60 inyecciones de la fraccion MA1-1 de 200 pl, conteniendo cada
una 47 ug de proteina. A partir de este andlisis, se obtuvieron nueve fracciones, las cuales se

denominaron MA1-1-1 hasta MA1-1-9 (Figura 19).
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Figura 19. Perfil cromatografico de la fraccion MA1-1 en C-4 y el efecto de las fracciones polar y
menos polar sobre el ileon aislado de cobayo. Lineas rojas = Acetonitrilo al 90 % con TFA al 0.085 %
y lineas negras = Agua con TFA al 0.1 % y efecto sobre las contracciones espontaneas del ileon,
producido por las fracciones polar y menos polar.

Posteriormente, se realizé el andlisis de la fraccion MA2-1 a las mismas condiciones a las que
se realizo el andlisis de la fraccion MA1-1. Para llevar a cabo este andlisis se inyectaron 20 pl de la
fraccion MA2-1 que representan 11.8 pg de proteina. De igual manera, se evaluaron las dos fracciones
obtenidas polar y menos polar en el ileon y se observo que la fraccion mas polar presentaba un efecto
excitatorio muy pequefio y la fraccion menos polar practicamente perdid este efecto. El perfil obtenido
de la fraccion MA2-1 y sus efectos sobre el ileon se muestran en la Figura 20, en la que se observa que

la fraccion mas polar eluye a un tiempo de 10 minutos y la fraccion menos polar a los 28 minutos
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aproximadamente. A pesar del poco efecto excitatorio que se observo al evaluar las fracciones polar y
menos polar obtenidas a partir del andlisis de MA2-1, éstas se analizaon por CLAR. Se hicieron 50
inyecciones de 200 pl que contenian 11.8 pg de proteina cada una. A partir de esta purificacion se
obtuvieron nueve fracciones cromatograficas las cuales se denominaron MA2-1-1 hasta MA2-1-9

(Figura 20).
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Figura 20. Perfil cromatografico de la fraccion MA2-1 en C-4 y el efecto de las fracciones polar y
menos polar sobre el ileon aislado de cobayo. Lineas rojas = Acetonitrilo al 90 % con TFA al 0.085 %
y lineas negras = Agua con TFA al 0.1 % y efecto sobre las contracciones espontaneas del ileon,
producido por las fracciones polar y menos polar.

Por otra parte, se analizéo por CLAR la fraccion MA2-2 a las mismas condiciones que las dos
fracciones anteriores, se hicieron 31 inyecciones de 20 pl que contenian 22.37 pg de peso de liofilizado
debido a que en esta fraccion no fue posible detectar proteina, y se colectaron de igual manera dos
fracciones, polar y menos polar, que también se evaluaron en el ileon. Se observo que la fraccion mas
polar mostraba un efecto inhibitorio y la fraccién menos polar un marcado efecto excitatorio, efectos
que no se habian observado anteriormente con la fraccion MA2-2, ya que el efecto excitatorio es
minimo. Estos resultados sugieren que esta fraccion contiene compuestos con efectos antagdnicos
(inhibitorio y excitatorio), que quedaron evidenciados al separar los compuestos mediante el anélisis
cromatografico.

La fraccion MA2-2, se recromatografiéo por CLAR y se obtuvieron nueve fracciones (Figura 21).
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Figura 21. Perfil cromatografico de la fraccion MA2-2 en C-4 y el efecto de las fracciones polar y
menos polar sobre el ileon aislado de cobayo. Lineas rojas = Acetonitrilo al 90 % con TFA al 0.085 %
y lineas negras = Agua con TFA al 0.1 % y efecto sobre las contracciones espontaneas del ileon,
producido por las fracciones polar y menos polar.

Posteriormente se llevo a cabo la eliminacion del solvente de las fracciones por rota-
evaporacion, Las fracciones MA1-1-2 y MA1-1-3, se juntaron en una sola fraccion llamada MA1-1-2,
quedando como fracciones de interés: MA1-1-2, MA1-1-4, MA1-1-6, MA1-1-7 y MA1-1-8, también
otras fracciones se evaluaron y se les determin6 proteina (MA1-1-9 y MA2-1-6) o peso de liofilizado

(MA2-2-6) con la finalidad de tener mas opciones para su analisis (Tabla 6).

Tabla 6. Contenido de proteina determinado en las fracciones obtenidas al hacer pasar las fracciones
por la columna C-4 en CLAR.

FRACCION CONTENIDO DE
PROTEINA O
LIOFILIZADO (ng)

MA1-1-2 53
MA1-1-4 42.83
MA1-1-6 494
MA1-1-7 448.42
MA1-1-8 457.5
MA1-1-9 6.16
MA2-1-6 17.1
MA2-2-6 33.45 (liofilizado)
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7.9.7 Evaluacién biolégica de las fracciones obtenidas a partir del analisis cromatografico en
CLAR

7.9.7.1 Evaluacion de las fracciones en el musculo liso intestinal

Se realiz6 la evaluacion biolégica de todas las fracciones obtenidas a partir del analisis
cromatografico de MA1-1, MA2-1 y MA2-2. Las fracciones que presentaban mayor cantidad de
proteina, se evaluaron en el ileon a una concentracion de 5 pg/ml, a pesar de la baja cantidad de
proteina obtenida. También se evaluo la fraccion MA2-2-6, tomando en cuenta que esta fraccion
provenia de la fraccion menos polar de MA2-2 y que tenia un marcado efecto excitatorio en el ileon.
Las fracciones MA1-1-7 y MAI1-1-8 indujeron un efecto excitatorio en el ileon (Figura 22), las
fracciones MA1-1-6 y MA2-2-6 no tuvieron efecto. La Figura 23 muestra un resumen de los efectos en

ileon inducidos por las fracciones obtenidas.

5 min

1g

Figura 22. Efecto sobre las contracciones espontaneas del ileon en las fracciones obtenidas en la columna C-4,
en CLAR a partir de la fraccion MA1-1. Concentracion evaluada: 5 pg/ml de proteina.
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Figura 23. Efecto inducido en el ileon por las fracciones obtenidas a partir del analisis cromatografico
del extracto acuoso de M. alcicornis.
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7.9.7.2 Actividad hemolitica de las fracciones obtenidas a partir del analisis cromatografico en
CLAR
También se evaluo la actividad hemolitica de las fracciones provenientes de MA1-1, MA1-2-1
y MA2-1. Los resultados mostraron que sélo las fracciones MA1-1-2, MA1-1-8 y MA1-1-9 tenian
actividad hemolitica, la cudl resulté ser mucho menor que la que presentaba el extracto completo (CHsy
= 0.17 pg/ml), ya que se requirieron mayores concentraciones de proteina para que se presentara el

efecto hemolitico (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto hemolitico de las fracciones obtenidas a partir del analisis cromatografico de MA1-1y

MA2-1
FRACCION CONC. PROTEINA % ACTIVIDAD
pg/ml

MA1-1-2 20.67 10
MA1-1-4 11.0 15
MA1-1-8 9.27 76.8
MA1-1-9 0.92 67.8
MA1-1-7 3.62 SIN ACTIVIDAD
MA1-1-6 29.64 HEMOLITICA
MA2-1-6 1.71

7.10 Transferencia electroquimica de las proteinas contenidas en las fracciones y analisis por
degradacion de Edman y espectrometria de masas

En la Figura 24 se observan el gel de electroforesis (Figura 24A) con las siguientes fracciones:
MAZ2-2-6 (carriles 2 y 3), MA-1-1-2 (carriles 4 y 5); MA-1-1-4 (carriles 6 y 7) y las bandas obtenidas a
partir de las transferencias (Figura 24B). Las fracciones MA2-2-6 (carriles 2 y 3) y MA-1-1-4 (carriles
6 y 7) se cortaron de la membrana y se mandaron secuenciar por degradacion de Edman. La unica
fraccion a partir de la cual se pudo obtener una secuencia fue MAI1-1-4 de las bandas de
aproximadamente 40 kDa (ver seccioén 7.11.1).

Un segundo gel se cargd con las fracciones restantes: MA1-1-6 (carriles 2 y 3), MA1-1-7
(carriles 4 y 5) y MA1-1-8 (carriles 6 y 7). En la Figura 25A se observa el gel de electroforesis después
de la transferencia, debido a que la electrotransferencia fué incompleta (Figura 25B), las bandas
presentes en los carriles 4 y 5, de aproximadamente 48 kDa y las bandas de los carriles 6 y 7, de

aproximadamente 7 kDa contenidas en este segundo gel de electroforesis, se cortaron y se analizaron
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por espectrometria de masas (ver seccion 7.11.2). En la Figura 25B se muestran las bandas transferidas
correspondientes a la fraccion MA 1-1-6 (carriles 2 y 3). Estas bandas también se cortaron de la

membrana y se analizaron por degradacion de Edman (ver seccion 7.11.1).
A) B)
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Figura 24. Electrotransferencia 1. A) Gel de electroforesis después de la transferencia a la membrana.
Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 fraccion MA2-2-6 con 7 pg de proteina; carril 3 MA-2-2-
6 con 7 pg; carril 4 MA-1-1-2 con 15 ng; carril 5 MA-1-1-2 con 15 pg; carril 6 MA-1-1-4 con 111 pg;
carril 7 MA-1-1-4 con 111 pg. B) Membrana de transferencia mostrando las proteinas que se lograron
transferir del gel de electroforesis. DE: Degradacion de Edman.

A) B)

124 kDa

Figura 25. Electrotransferencia 2. A) Segundo gel de electroforesis después de la transferencia a la
membrana. Carril 1 marcador de peso molecular; carril 2 fraccion MA1-1-6 con 208 pg de proteina;
carril 3 fraccion MA1-1-6 con 208 pg de proteina; carril 4 MA-1-1-7 con 16 pug de proteina; carril 5
MA-1-1-7 con 16 pg de proteina; carril 6 MA-1-1-8 con 130 pg de proteina y carril 7 MA-1-1-8 con
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130 pg de proteina. B) Membrana de transferencia mostrando las proteinas que se lograron transferir
del gel de electroforesis. EM: espectrometria de masas, DE: degradacion de Edman.

7.11 Secuenciacion parcial de las fracciones bioactivas
7.11.1 Analisis de las fracciones MA2-2-6 y MA1-1-4 por degradacién de Edman

El anélisis de la banda analizada correspondiente a la fraccion MA2-2-6, no proporcion6
ninguna secuencia. Sin embargo, el analisis de las 4 bandas obtenidas de la fraccion MA1-1-4 indic6
que esta fraccién contiene isoformas de varias proteinas. Estas se observan en la membrana de la
Figura 24B (carriles 6 y 7) como bandas con pesos moleculares muy cercanos entre ellos, las cuales
presentan una gran similitud en su secuencia de aminoacidos (Tabla 8).

Por otro lado, los resultados del analisis de la secuenciacion indicaron que cada una de estas
bandas estd compuesta de al menos, dos cadenas polipeptidicas principales que se denominaron A y B.
En los cuatro casos, la cadena (secuencia) A fue mas abundante. Adicionalmente, se detectd la
presencia de una tercera cadena mucho menos abundante (C).

En la Tabla 8 se resume la secuenciacion de cada cadena, en donde se observa la presencia de
residuos muy parecidos en cada una de las bandas, los cuales se seleccionaron en base a la abundancia
obtenida de cada uno en cada ciclo. Los valores que estan indicados en gris aparecieron sobreestimados
y no fueron bien integrados por el software del equipo. El residuo seleccionado en cada ciclo de cada
banda se indica en cada columna diferenciada como banda 1 — 4; las dos columnas de la derecha
indican los residuos de aminoacidos identificados en cada ciclo, y se seleccionaron segun su frecuencia
de apariciéon en las cuatro bandas. La secuencia A (HPAAHMAAVIVTXX) fue la secuencia mas
abundante y la secuencia B (XHPPXXIVAAXXXX) la menos abundante. Este fenomeno se observo al
analizar cada uno de los catorce ciclos en donde se observaron incrementos en la secuencia A. Notese
también la presencia de la tercera secuencia de aminodcidos, obtenida en la secuenciacion de cada
banda (Tabla 8); esta tercera secuencia estd presente en cada secuenciacion, s6lo que en cantidades
muy menores a las otras dos, por lo que no se tomd en cuenta para su identificacion.

Las secuencias consenso obtenidas se analizaron en el BLASTp (Basic Local Alignment
Search Tool) del NCBI (National Center for Biotechnology Information) para buscar en la base de
datos alguna identidad con alguna proteina de cnidarios. A partir de este analisis, se encontrd identidad
con proteinas predichas de la anemona Nematostella Vectensis y del hidroide Hydra magnipapillata

con actividad desconocida (Tabla 9).
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Tabla 8. Resultados obtenidos del analisis de los catorce ciclos de secuenciacion por degradacion de Edman y la secuencia obtenida en cada
banda analizada. Los nimeros representan los incrementos (en picomoles) con respecto al ciclo anterior.
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Tabla 9. Resultados obtenidos del analisis de las secuencias consenso obtenidas de las bandas de

MA1-1-4
Secuencia Organismo con Identidades No. a.a. Comentarios
identidad proteina
parecida
XHPPXXIVAAXXXX  Proteina predicha 6/8 (75%) 294 Actividad
de la  Hydra Query3PPXXIVAALO desconocida
L PP IVAA
magnipapillata Sbjct 76 PPRWIVAA 83
HPAAHMAAVIVTXX Proteina predicha 6/8 (75%) 576 Actividad
de la anémona Query 2 PAAHMAAV 9 desconocida
PA HMA V
Nematostella Sbict 379 PAEHMAQV 386
vectensis

7.11.2 Analisis de las fracciones MA1-1-7 y MA1-1-8 por espectrometria de masas

Después de la transferencia a las membranas, las bandas provenientes de las fracciones MA1-
1-7 (carriles 4 y 5) y MA1-1-8 (carriles 6 y 7), se extrajeron del gel (cortandolas) y se analizaron por
espectrometria de masas. De las bandas analizadas de la fraccion MA1-1-7 no se obtuvieron resultados.
Por otra parte, de la banda proveniente de la fraccion MA1-1-8 se identificaron varias secuencias de
aminoacidos que mostraron identidad con dos proteinas provenientes de diferentes organismos (Tabla
10). Las secuencias numeradas del 1 — 9 se analizaron en el BLASTp y se encontraron similitudes con
secuencias que se encuentran en la proteina de uniéon a la clorofila (PCP) en el dinoflagelado
Symbiodinium pilosum y en el hidrocoral M. dichotoma. Estas secuencias también se analizaron con el
programa ClustalW2, utilizando las secuencias de PCP de ambos organismos encontradas en la base de
datos del BLASTp y las secuencias obtenidas de M. alcicornis (secuencias 1 — 9). Los resultados de
este analisis se pueden observar en la Figura 26 en donde los aminoacidos que estan resaltados en
verde indican las diferencias que presentan las secuencias de M. alcicornis con respecto al organismo
con el que se estan alineando. Se puede observar que las secuencias tienen solo 8 diferencias con
respecto a Millepora dichotoma y 11 diferencias con respecto a Simbiodinium pilosum.

Adicionalmente, el analisis de las secuencias 10 y 11 (Tabla 10) en el BLASTp, indicd que
estas secuencias muestran similitudes con un péptido neurotdxico de 92 aminoacidos contenido en el
veneno de la serpiente Drysdalia coronoides cuya secuencia fué predicha a partir del analisis del
genoma. También se realizoé un andlisis de estas secuencias utilizando el programa ClustalW2. Debido
a que se obtuvieron dos secuencias con grados distintos de identidad con este péptido, el analisis se
realizod, tanto con cada secuencia por separado (Figura 27, primeros dos alineamientos), como
considerandolos como 1 so6lo péptido (en el orden definido por los alineamientos individales). Los

aminoacidos que estan sefialados con un asterisco indican, que éstos son iguales; dos puntos indican
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que los aminoéacidos son muy similares y el espacio, que los aminoacidos son diferentes. En este

analisis, se obtuvo una puntuacion de 52 al analizar la identidad de la secuencia 11 con el péptido de

D. coronoides, la secuencia 12 muestra una puntuacion mas baja (21).

Tabla 10. Secuencias obtenidas a partir del andlisis por espectrometria de masas de la fraccion MA1-1-

8.
No. SEC. Ilfl)}: SECUENCIA ESPECIE / IDENTIDAD

1 1657.82 TGVLAHSQAIANMDSK PCP [Symbiodinium pilosum]
2 2574.28 YTAINAAIGHMISSVPASK PCP [Millepora dichotoma]
3 2573.34 GVATLADYTAINSAIGHMISSVPASK PCP [Symbiodinium pilosum]
4 3713.79 SVPASKTMDVYNAFAK PCP [Symbiodinium pilosum)
5 1325.60 EIDWTSDVYAK PCP [Symbiodinium pilosum]
6 1112.48 MGASMDSAALK PCP [Millepora dichotoma]
7 1122.50 MGASMDPAALK PCP [Symbiodinium pilosum]
8 1597.80 AAYQALMDFKDVVK PCP [Millepora dichotoma]
9 1233.74 LPTQPPLEVLK PCP [Millepora dichotomal]
10 2176.98 CLAPNTCQPGGLLPYTK D. coronoides

11 2056.88 CGQALTVECTEDCR D. coronoides
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Figura 26. Alineamiento multiple de las secuencias 1 — 9 de M. alcicornis con la PCP de M.
dichotoma y S. pilosum. Los aminoécidos resaltados en verde indican las diferencias de la secuencia
con respecto al organismo.
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Figura 27. Alineamiento de las secuencias 10y 11 de M. alcicornis con D. coronoides.
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8 DISCUSION

Las especies del género Millepora son llamadas “corales de fuego”, ya que el contacto con
ellas provoca un severo dolor y lesiones en la piel semejantes a quemaduras. Hasta la fecha, el
mecanismo de envenenamiento provocado por estas especies no ha sido completamente establecido. En
los estudios realizados con los extractos de diferentes hidrocorales se ha reportado actividad hemolitica
provocada por proteinas citoliticas con o sin actividad enzimatica (PLA;) y letalidad en ratones;
también se ha encontrado que tienen la capacidad de afectar otros tipos celulares y provocar dafios
como inflamacién y dermonecrosis (Mariottini & Pane 2013a), asi como toxicidad sistémica, dafio
renal, sindrome nefritico y edema pulmonar (Prasad ef al. 2006). Estos efectos toxicos producidos
generalmente por proteinas, desaparecen cuando los extractos son sometidos a altas temperaturas
(Wittle & Wheeler 1974; Ibarra-Alvarado et al. 2007; Garcia-Arredondo et al. 2011), pero se han
reportado fracciones proteicas de estas especies, que mantienen e incluso aumentan su actividad
bioldgica con este tratamiento (Radwan 2002; Ibarra-Alvarado et al. 2007) y son pocas las proteinas
que se han logrado purificar e identificar como responsables de estos efectos (Radwan & Aboul-Dahab
2004; Iguchi et al. 2008).

Este estudio se realizd con el objetivo de evaluar la toxicidad en ratones, de las toxinas
contenidas en el extracto acuoso de M. alcicornis, asi como caracterizar la actividad hemolitica del
mismo. Adicionalmente, se analiz6 el extracto acuoso obtenido a partir de este hidrocoral, con el objeto
de aislar e identificar en la medida de lo posible, los compuestos termoladbiles responsables de la
actividad hemolitica y el efecto excitatorio en el ileon aislado de cobayo.

En una serie de experimentos, la toxicidad sistémica del extracto fue evaluada en ratones por
administracion i.v. Estudios previos realizados sobre M. alcicornis indicaron que las toxinas de este
organismo provocaron una hemolisis extensiva y la muerte en ratones, varias horas después de su
administracion iv. (Wittle et al. 1971). En el caso del presente estudio, se observaron sintomas
similares, que dependiendo de la dosis, consistieron de hemolisis general, respiracion forzada,
convulsiones y muerte. Sin embargo, la letalidad del extracto preparado de especimenes de M.
alcicornis recientemente colectados en el Caribe Mexicano fue menor (LDso= 17 pg proteina/g) que el
producido por los especimenes previamente estudiados en 1971 (LDsy= 0.55 and 1.136 pg proteina/g).
Estas diferencias pueden atribuirse a cambios fenotipicos provocados por las diferentes condiciones
ambientales, ya que los especimenes fueron colectados en diferentes zonas y tiempos, lo que
seguramente resulta en variaciones en la produccion de toxinas. Resulta interesante el hecho de que se

encontraron diferencias entre la toxicidad inducida por el extracto acuoso de M. alcicornis y la
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toxicidad producida por el extracto acuoso de otra especie recolectada en el Mar Caribe mexicano, M.
complanata. En nuestros estudios previos, observamos que el extracto de M. complanata inducia dos
tipos de muerte en ratones después de la administracion i.v.: a dosis superiores a la DLsy (DL5y = 4.62
pug proteina/g) el extracto produjo violentas convulsiones y muerte en el lapso de un minuto. Sin
embargo, dosis menores indujeron una muerte lenta, similar a la provocada por el extracto de M.
alcicornis. Después de la desnaturalizacién por calentamiento, el extracto de M. complanata perdid
completamente su capacidad de inducir la muerte lenta, pero conservo sus efectos letales inmediatos
(Garcia-Arredondo et al. 2015). En contraste, el extracto desnaturalizado de M. alcicornis no indujo
ninguna respuesta en ratones, lo que sugiere que los compuestos responsables de la toxicidad sistémica
inducida por el extracto acuoso de M. alcicornis son proteinas termolabiles, mientras que el extracto de
M. complanata adicionalmente contiene toxinas termoestables que son capaces de inducir una muerte
rapida en ratones.

El analisis histopatolégico de tejidos disectados de ratones administrados con el extracto
acuoso de M. alcicornis reveld dafios importantes a pulmones, higado y rifiones. Se han observado
efectos similares en ratones después de la administracion intravenosa de un extracto de tentaculos de la
medusa Cyanea capillata (Wang et al. 2013). En este estudio, se encontré que dosis altas del extracto
acuoso de M. alcicornis produjeron la muerte de los ratones, en un lapso menor de 2 h, probablemente
debido a la toxicidad aguda relacionada con dafios en el sistema nervioso y corazon. Por otra parte,
dosis bajas del extracto del hidrocoral produjeron mortalidad en un lapso de tiempo entre las 2 y 48 h,
la cual se encontré asociada con falla renal y hepatica aguda. Es importante mencionar que el dafo
inducido por una toxina a multiples 6rganos ha sido definido como “sindrome de envenenamiento
retardado ocasionado por medusa”, este sindrome no ha sido completamente elucidado, sino que se ha
relacionado con el efecto sinérgico de varios mecanismos toxicos, causados por una variedad de
toxinas contenidas en el veneno de medusas (Wang et al. 2013). En este trabajo, se encontrd que el
extracto acuoso de M. alcicornis indujo un sindrome de envenenamiento retardado similar al ejercido
por el veneno de C. capillata y el extracto acuoso de M. complanata (Garcia-Arredondo et al. 2015).
Es muy probable que estos efectos toxicos sean causados principalmente por citolisinas que alteran
varios tipos celulares, incluyendo los de los tejidos epiteliales. Se ha observado que las células
epiteliales de las nefronas pueden ser marcadamente afectadas por las citolisinas (Ali et al. 2000), ya
que los rifiones representan la principal ruta de eliminacién de las toxinas. Por lo tanto, la
hemoglubinuria provocada por el extracto de M. alcicornis en ratones podria ser una consecuencia de
dafio renal y hemolisis. Ademas, previamente, nuestro grupo de trabajo ha encontrado que los extractos

acuosos de M. alcicornis y M. complanata provocan vasoconstriccion en anillos aislados de aorta
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(Garcia-Arredondo et al. 2011). Este efecto vasoconstrictor podria también ocasionar dafios a multiples
organos como consecuencia de respuestas compensatorias debido a isquemia o hipoxia. Estos efectos
toxicos sistémicos observados en ratones podrian explicar que el contacto de los humanos con estos
hidrocorales puede resultar en dafio renal (Moats 1992).

Se llevo a cabo el analisis de citotoxicidad empleando como modelo los nauplios de 4. salina
para analizar la toxicidad del extracto acuoso de M. alcicornis. Este extracto fue letal para A. salina
(LDso = 70.71 pg proteina/ml), lo cual no es de sorprender, ya que pequefios crustaceos son parte de la
dieta de los hidrocorales de Millepora (Lewis 2006).

El extracto desnaturalizado fue significativamente menos letal para los crusticeos (LDsy =
960.28 pg proteina/ml), indicando que los compuestos citotoxicos son principalmente proteinas
termolabiles. El analisis microscopico de las artemias incubadas en presencia del extracto mostrd
disociacion de los tejidos. Este efecto usualmente es atribuido a las citolisinas formadoras de poros, las
cuales forman poros en las membranas de estos crusticeos, lisando las células y desintegrando los
tejidos para facilitar la fagocitosis y la subsecuente digestion de la presa (Sher et al. 2008).

Hasta la fecha, los mecanismos hemoliticos de los venenos de Millepora no han sido
completamente caracterizados, pero estudios previos sugieren que las proteinas con actividad de PLA,
contribuyen de manera muy significativa a este efecto. En este contexto, se ha reportado que las
especies de Millepora poseen mayores niveles de actividad de PLA, que otros cnidarios (Nevalainen et
al. 2004). En un estudio previo, realizado por nuestro grupo de trabajo (Ibarra-Alvarado ef al. 2007), se
encontrd6 que la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. complanata disminuyé
significativamente después de incubarlo con el inhibidor de la PLA,, p-BPB, y se detectdo una
hemolisina con un peso molecular similar al de la Milleporina-1, una PLA, detectada en el veneno de
M. platyphylla (Radwan & Aboul-Dahab 2004). También se encontrd que el extracto acuoso de M.
complanata tiene actividad de PLA,, pero no actividad de proteasa (Garcia-Arredondo et al. 2015).
Acorde a esto, los resultados obtenidos en este estudio mostraron que la hemolisis producida por el
extracto acuoso de M. alcicornis, sobre eritrocitos de rata, fue inhibida de manera significativa, aunque
no fue completamente bloqueada por p-BPB, y no contiene proteasas. Estos resultados indican que las
toxinas con actividad de PLA; contribuyen significativamente a la hemolisis general inducida por el
veneno de este hidrocoral. Sin embargo, es de esperarse que este extracto también contenga toxinas
formadoras de poros, ya que la actividad hemolitica del extracto no se inhibié completamente con el
inhibidor de PLA,.

En otra serie de experimentos, la hemdlisis causada por el extracto acuoso del coral de fuego

M. alcicornis se evalud en eritrocitos de rata, humano, ratén, pollo, cobayo y conejo. Los resultados de
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este estudio indicaron que los eritrocitos de rata fueron los més sensibles al efecto hemolitico del
extracto acuoso del hidrocoral, mientras que los eritrocitos de pollo fueron los menos susceptibles. Es
muy probable que estas diferencias en la susceptibilidad de los eritrocitos a la lisis, dependan de la
composicion de sus lipidos membranales. A este respecto, se han reportado estudios relacionados con
el mecanismo de insercion de citolisinas formadoras de poros de cnidarios (actinoporinas). Estas
toxinas (proteinas de 28 kDa) se unen de manera irreversible con alta afinidad a membranas que
contienen esfingomielina, mientras que otros tipos de péptidos citoliticos (5-8kDa) muestran una
preferencia por membranas que contienen fosfatidilcolina (Anderluh & Macek 2002). Una variedad de
nuevas citolisinas formadoras de poros han sido aisladas de cnidarios y su actividad depende
fuertemente de la composicion de los lipidos de membrana (Brinkman & Burnell 2009; Razpotnik ef
al. 2009; Mariottini & Pane 2013b). Respecto a las citolisinas con actividad de PLA,, estudios
cinéticos han revelado que estas enzimas pueden desplegar diferentes afinidades por las membranas,
dependiendo de la composicion de fosfolipidos (Saikia et al. 2012). En un estudio previo, en cuanto a
la caracterizacion de la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. complanata colectado en el Mar
Caribe mexicano, nuestro grupo de trabajo encontrd un comportamiento similar en la susceptibilidad
de los eritrocitos a la lisis (Garcia-Arredondo et al. 2014), lo que sugiere que las citolisinas producidas
por ambos hidrocorales del Caribe tienen una alta similitud en los dominios de uniéon a la membrana.
Estos resultados contrastan con los encontrados por Shiomi y col. (1989), quienes evaluaron la
actividad hemolitica de los venenos de M. dichotoma y M. platyphyla en eritrocitos de vaca, caballo,
oveja, conejo, cobayo, ratdon y pollo. Estos investigadores observaron que los eritrocitos de caballo eran
altamente sensibles al veneno de M. dichotoma, pero fueron mucho menos sensibles al veneno de M.
platyphylla. Contrariamente, los eritrocitos de pollo fueron mas sensibles al veneno de M. platyphylla
que al de M. dichotoma.

En este estudio también encontramos que la actividad hemolitica inducida por el extracto de M.
alcicornis se redujo progresivamente cuando fue pre-incubado a temperaturas arriba de 45 °C, y se
perdié completamente después de pre-incubar el extracto a temperaturas superiores a los 70 °C. Estos
resultados indican que las hemolisinas contenidas en este extracto son principalmente proteinas
termolabiles. Estas hemolisinas son relativamente estables en un rango de temperaturas de incubacion
de 30 - 43 °C. A temperaturas inferiores a 30 °C, la actividad hemolitica del extracto acuoso se redujo,
lo cual indica que temperaturas calidas estimulan la reaccion hemolitica. Ademas, las hemolisinas de
M. alcicornis también mostraron alta estabilidad a variaciones de pH, ya que su actividad se conservo
en el rango de 2 a 12. Estos resultados difieren de los observados en un estudio llevado a cabo con un

extracto preparado de M. alcicornis colectado en las playas de Miami (Wittle et al. 1971). En ese
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estudio, el extracto conservé su actividad en un rango de pH de 5.5-8.7, pero la perdié a un pH de 4.8.
Estas diferencias confirman que la sintesis y la actividad de toxinas dependen en gran medida de las
condiciones ambientales. También se ha reportado que la actividad hemolitica de los venenos de
cnidarios exhibe una dependencia diferenciada a los cationes divalentes; particularmente, las PLA, de
cnidarios, las cuales tienen un asa de unién a Ca’" altamente conservada (Sher et al. 2005a). Con
respecto a las toxinas formadoras de poros de los cnidarios, se ha demostrado que el Ca®" es necesario
para la dimerizacién de la toxina dentro de la membrana (Gusmani et al. 1997), mientras que otras
toxinas formadoras de poros en los cnidarios pueden ser inhibidas por Zn** (Yanagihara & Shohet
2012). En este estudio, encontramos que la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. alcicornis
aumentd en presencia de > 0.01 mM (Ca®", Mg>" o Ba®") y se redujo en presencia de Cu®" (> 0.1 mM),
Zn*" (> 6 mM) y EDTA (= 0.43mM). Estos resultados indican que los cationes divalentes modifican la
actividad hemolitica inducida por el extracto acuoso de este hidrocoral. En el caso de la inhibicion por
EDTA, este efecto puede ser atribuido a la quelacion del Ca®" y Mg**. Estos descubrimientos difieren
de los obtenidos en nuestros estudios previos, en donde examinamos el efecto del Ca>" y Mg®* en la
actividad hemolitica inducida por el extracto acuoso de M. complanata (Garcia-Arredondo et al. 2014),
lo que sugiere diferencias estructurales entre el asa de unién a Ca®" de las citolisinas producidas por
estas especies de Millepora. Es importante mencionar que la inhibicién de la actividad citolitica por
Cu®, Zn®" y EDTA podria ser util para el desarrollo de tratamientos adecuados para las lesiones
causadas por los corales de fuego. Estudios previos han reportado que el gluconato de zinc inhibe la
salida de potasio de los eritrocitos expuestos al veneno o hemolisinas purificadas de Chironex fleckeri
y prolonga el tiempo de sobrevivencia en ratones inyectados con el veneno. Por lo que, la
administracion de este ion ha sido considerada 1til en el tratamiento de victimas en las lesiones por C.
fleckeri (Yanagihara & Shohet 2012).

El andlisis electroforético reveld que el extracto de M. alcicornis contiene proteinas con un
amplio rango de pesos moleculares. El anélisis por zimografia indic6 la presencia de tres bandas que
mostraron actividad hemolitica: dos bandas muy cercanas, de pesos moleculares aproximados entre 28
y 30 kDa y una banda de més de 200 kDa. Las bandas entre 28 y 30 kDa presentaron actividad de
PLA,, mientras que la banda de 200 kDa no tuvo actividad enzimaética, lo cual sugiere la presencia de
citolisinas poliméricas formadoras de poros. Este tipo de toxinas han sido descritas en venenos de
cnidarios de la clase Hydrozoa. Por ejemplo, la physalitoxina es una potente hemolisina de 240 kDa
detectada en el veneno de Physalia physalis (Tamkun & Hessinger 1981). Los resultados del analisis
por espectrometria de masas de las bandas entre 28 y 30 kDa, mostraron que la banda de

aproximadamente 30 kDa contiene tres secuencias que muestran homologia con proteinas de la clase
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de las hidralisinas, las cudles son toxinas de entre 218 y 244 a.a. que han sido encontradas en el
hidrocoral Hydra viridis. Al parecer, estas nuevas proteinas formadoras de poros son necesarias para
los cnidarios, por lo que es de esperarse que estén presentes en M. alcicornis, ya que este tipo de
toxinas, que no se encuentran en los nematocistos, son importantes para la digestion de la presa, debido
a que su funcion es lisar y desintegrar tejidos (Sher ef al. 2008).

Con respecto al efecto sobre la musculatura lisa inducido por las toxinas producidas por las
especies del género Millepora, estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo sobre M.
complanata, indicaron que el extracto acuoso de este hidrocoral produce un efecto excitatorio
dependiente de la concentracion, en el ileon aislado de cobayo (Rojas ef al. 2002). En el caso del
presente estudio, se encontrd que el extracto acuoso de M. alcicornis también induce un efecto
excitatorio sostenido en ileon. Este efecto disminuy6 cuando el extracto se incub6 veinte minutos a
temperatura de ebullicidon, pero no desaparecio, lo que sugiere que el extracto acuoso de M. alcicornis
contiene compuestos termolabiles y termoestables capaces de inducir un efecto excitatorio en el ileon.

El anélisis cromatografico del extracto acuoso de M. alcicornis, permitid la identificacion de
varias fracciones activas con efecto excitatorio en ileon y actividad hemolitica. Se encontrd evidencia
de que algunos de los compuestos bioactivos contenidos en estas fracciones son termolabiles, ya que
cuando las fracciones primarias MA1 y MA2 se incubaron a temperatura de ebullicion durante veinte
minutos, perdieron su actividad hemolitica y el efecto excitatorio de la musculatura lisa intestinal se
modifico. Las fracciones cromatograficas activas mas importantes se obtuvieron después de realizar
diferentes analisis cromatograficos consecutivos que involucraron: cromatografia de intercambio
aniénico con DEAE celulosa; cromatografia de exclusion molecular con Sephadex G-15 y
cromatografia de adsorcion en fase reversa, utilizando una columna C-4. Las fracciones denominadas
MA1-1-7 y MA1-1-8 conservaron el efecto excitatorio y las fracciones MA1-1-2, MA1-1-4, MA1-1-8
y MA1-1-9 mantuvieron la actividad hemolitica.

El analisis cromatografico de algunas fracciones que presentaron efecto excitatorio de la
musculatura lisa intestinal y actividad hemolitica (MA1-1-4 y MA1-1-8), indicd que éstas contienen
péptidos de pesos moleculares menores a 10 kDa y proteinas de aproximadamente 40 kDa.
Adicionalmente, dicho anélisis mostré que, al menos una fraccion excitatoria en ileon, contiene
proteinas que tienen un peso molecular de aproximadamente 48 kDa (MA 1-1-7). Al parecer, en el
extracto acuoso de los venenos de las especies de Millepora hay una diversidad de proteinas
excitatorias y hemoliticas con un rango amplio de pesos moleculares. Los resultados obtenidos en este
trabajo son similares a los encontrados en el andlisis cromatografico del extracto acuoso de M.

complanata, realizado previamente por nuestro grupo de trabajo (Rojas et al. 2002). En dicho estudio
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se reportd que el extracto de este hidrocoral contenia péptidos de 1.8 kDa que inducian un efecto
excitatorio en el ileon. Ese estudio mostréo también que el efecto excitatorio puede deberse a un
aumento parcial en la permeabilidad del Ca®" a través de los canales de Ca®" dependientes de voltaje
tipo L (Rojas et al. 2002), por lo que es posible que este mecanismo de accidn esté involucrado en el
efecto contractil inducido por el extracto acuoso de M. alcicornis y las fracciones bioactivas obtenidas
a partir de éste sobre el musculo liso del ileon.

Las fracciones MA1-1-4 y MA1-1-8 con actividades hemolitica y excitatoria, respectivamente
pueden ser proteinas bésicas o débilmente negativas que no logran ser retenidas, ya que provienen de la
fraccion primaria MA1 que eluy¢ al inicio de la separacion por intercambio anionico. En este sentido,
resulta interesante que varias de las fracciones que presentaron actividad hemolitica (MA1-2, MA1-1-
2, MAI1-1-8 y MA1-1-9), también contienen proteinas con caracter basico o débilmente negativo.
Desafortunadamente, algunas de las fracciones bioactivas que presentaban efecto excitatorio en el ileon
aislado de cobayo, asi como hemolitico, perdieron su actividad farmacoldégica durante el proceso de
separacion, esto debido posiblemente a la pérdida de un cofactor, o a la separaciéon de proteinas que
so6lo unidas presentan actividad biologica, debido a un efecto sinérgico, como es el caso de las
proteinas aisladas de Aiptasia pallida que presentaban un efecto hemolitico sinérgico (Grotendorst &
Hessinger 2000). En ese estudio, se reportd que una de ellas presentaba actividad de PLA, con dos
formas isozimicas, una forma a con un peso molecular de 45 kDa y un pl de 8.8 que contribuia al 80%
de la actividad de PLA,, y una forma  de 43kDa. Ademds se encontré6 un factor co-litico no
enzimatico con un peso molecular de 98kDa, indispensable para la actividad hemolitica del veneno. En
este trabajo, en donde se identifico la actividad de PLA,, podriamos tener la presencia de compuestos
con efectos sinérgicos, por lo que la pérdida de actividad de los compuestos bioactivos es una
posibilidad que debe tomarse en cuenta en las estrategias de separacion.

El analisis de la banda analizada correspondiente a la fraccion MA1-1-4 indicd que esta
fraccion contiene proteinas muy similares o que podrian representar varias isoformas, debido a un
aumento, deplecion o cambio en algunos de sus aminodcidos, lo que pudiera estar modificando sus
caracteristicas de carga neta, peso y tamafo. Estas diferencias se pueden observar por electroforesis;
como en el caso del presente trabajo, en donde las isoformas se observan en la membrana como
diferentes bandas muy cercanas. La presencia de isoformas es comun en las toxinas de venenos, asi
como en las toxinas hemoliticas de cnidarios (Grotendorst & Hessinger 2000). Su presencia parece
proporcionarles a estos organismos ciertas ventajas, tales como actividad sinérgica y/o diversificacion

de sus presas.
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La secuenciacion por degradacion de Edman de las bandas de la fraccion MA1-1-4 indic6 la
presencia de 3 secuencias denominadas A, B y C. La secuencia A fue la mas abundante, la secuencia B
fue menos abundante y la C la menos abundante de las tres. Esta tercera secuencia estd presente en
cada secuenciacion, so6lo que en cantidades muy menores a las otras dos, por lo que, su presencia
podria deberse a que en realidad no se trata de un trimero, sino de mondémeros o dimeros con o sin
isoformas de diferente tamafio. Ademas, al parecer, ocurre una ruptura en un enlace peptidico sensible
al acido, lo que da como resultado la presencia de las tres secuencias: la de las cadenas que no se
rompen, y dos secuencias de las cadenas que se generaron debido a la sensibilidad al 4cido.

Las secuencias consenso analizadas en el BLASTp mostraron identidad con proteinas
predichas de la anemona Nematostella vectensis y del hidroide Hydra magnipapillata. Estos resultados
indican que las secuencias identificadas pertenecen a una proteina encontrada en los cnidarios, con
actividad desconocida. Vale la pena mencionar que a la fecha, las bases de datos que contienen
informacién con relacion a las secuencias de aminoacidos de péptidos y proteinas de cnidarios, ya sea
identificadas experimentalmente o predichas a partir del genoma, contienen poca informaciéon al
respecto, debido a que son escasos los estudios gendmicos o protedémicos sobre organismos de este
Phylum.

El analisis, mediante cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, revelo la
presencia de 11 secuencias internas presentes en la fraccion MA1-1-8. Nueve de estas secuencias
presentaron homologia con una proteina de union a clorofila. Esta proteina se une a la clorofila, que es
necesaria para la captacion de electrones en el ciclo de la fotosintesis, y ya habia sido encontrada en M.
dichotoma y en el dinoflagelado Symbiodinium pilosum. Esta proteina conocida como PCP pertenece a
este dinoflagelado simbionte, también encontrado en Zooanthus sociatus que es un hexacoral de la
clase Anthozoa (Sadler ef al. 1992).

En esta fraccion también se identificaron dos secuencias adicionales (10 y 11). El analisis con
BLASTDp, indico una similitud entre estos dos fragmentos y el péptido neurotéxico de D. coronoides.
El analisis con Clustal W2 reveld que estos fragmentos se localizan dentro de la secuencia de
aminoacidos del péptido de D. coronoides que es identificada como el sitio de unioén al receptor
(Chatrath et al. 2011). D. coronoides contiene otras proteinas con efecto toxico que varian en algunos
aminodacidos, pero la identidad con la secuencia 11 se mantiene.

Los resultados derivados del presente estudio indicaron que el extracto acuoso del hidrocoral
M. alcicornis, contiene compuestos termolabiles que presentan efectos letales en ratones y A. salina;
estos efectos letales pueden ser atribuidos a las citolisinas presentes en estos organismos, que muestran

actividad hemolitica, con y sin actividad enzimatica y actividad excitatoria en el ileon. Estas toxinas
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ademas, tienen un amplio rango de pesos moleculares. Continuar con la purificaciéon de las citolisinas
producidas por los organismos del género Millepora, asi como con la caracterizacion de su mecanismo

de accion, es fundamental para entender mejor sus actividades farmacolédgicas y toxicologicas.
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9 CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo demostraron que el extracto acuoso de M. alcicornis
contiene proteinas hemoliticas termolabiles, estables a cambios de pH, y cuya actividad es dependiente
de calcio. Algunas de estas hemolisinas detectadas en el extracto por zimografia, son proteinas de
aproximadamente 28 kDa con actividad de PLA,. También se logrd la identificacién parcial de la
estructura primaria de una hemolisina de aproximadamente 30 kDa que muestra homologia con la
familia de las hidralisinas. Otras de las hemolisinas detectadas por zimografia tienen un peso molecular
aproximado de 200 kDa. Estas toxinas no poseen actividad de PLA, y posiblemente, actian por un
mecanismo de formacién de poros en las membranas. Ademas, se encontré que el extracto de este
hidrocoral induce dafio en tejidos de pulmon, rifion e higado, lo que resulta en una muerte lenta en
ratones. El andlisis cromatografico permitié detectar varias fracciones: una de aproximadamente 40
kDa y otra con péptidos menores de 10 kDa, con actividad hemolitica y excitatoria en el ileon; asi
como una de aproximadamente 48 kDa con actividad excitatoria en ileon. Las proteinas de 40 kDa
mostraron homologia con proteinas predichas de cnidarios con actividad desconocida. Algunos de los
péptidos mostraron homologia con la proteina PCP que se encuentra en el simbionte S. pilosum, y dos
fragmentos mostraron homologia con una toxina neurotoxica de D. coronoides. Actualmente, se esta
llevando a cabo un analisis protedmico de las toxinas producidas por M. alcicornis, con el objeto de

caracterizar las citolisinas y las toxinas que modifican la contractilidad del musculo liso intestinal.
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