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Resumen

Se planteé estudiar a la medusa Cassiopea xamachana y a la anémona
Bunodosoma cavernatum de la costa yucateca, con el objetivo de obtener
moléculas citoliticas y determinar su perfil farmacoldgico. Se desarrolld un
esquema de separacion biodirigida que conllevd en primer lugar la obtencién
del extracto crudo acuoso a partir de brazos orales de organismos liofilizados.
A continuacién, se realizO una separacion mediante ultrafiltracion con
membranas de corte 100, 30, 10, 5, 3 y 1 kDa. Se corrobord el éxito de la
separacion mediante un gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) para proceder a los bioensayos que incluyeron letalidad en
Artemia salina, neurotoxicidad en Ocypode quadrata, embriotoxicidad en
Brachydanio rerio, actividad antiparasitaria en G. Intestinalis y hemdlisis. Con
ello se evidencié actividad hemolitica y letal en O. quadrata de la fraccion 10-5
kDa misma que fue analizada por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR) en fase reversa con lo que se observaron alrededor de siete
compuestos o0 grupos de compuestos, sin embargo, ésta perdio la actividad 15
dias después de su obtencion. Se realizd otra colecta y se generd dicha
fraccion, nuevamente inactiva. Se plantearon seis esquemas de separacion,
gue incluyeron EFS, inhibidor de proteasas, tiempos de fraccionamiento mas
cortos, entre otros, pero en ninguno se recupero la actividad, esto sugirié que la
obtencién de fracciones inactivas no estaba influenciada por el procedimiento
de separacion, sino probablemente a una variacion espacio-temporal.

Para el caso de la anémona, se obtuvo directamente el corte 30-10 kDa y para
la biodirecciéon se utilizé unicamente el ensayo de hemdlisis de acuerdo a los
resultados de Alvarez-Bohdrquez 2016. La fraccion 30-10 kDa se probd con
100% de hemdlisis y se sometié a extraccion en fase sdlida (EFS) C18-T. La
actividad mas prominente quedo retenida en la fraccion 70:30 H,O/ACN con
83.26% de hemdlisis, por lo que se procedié a analizarla por CLAR en fase
reversa donde se observd una sefial mayoritaria entre los minutos 5 y 6. Se
procedié a hacer un gel SDS-PAGE con las fracciones 30-10, 70:30 y 60:40
(que propicié un 24% de hemodlisis). Se observo una Unica banda exclusiva en
las fracciones activas 30-10 y 70:30 de aproximadamente 14 kDa, por lo que se

considera que es el compuesto activo.



1 INTRODUCCION

Durante las ultimas décadas se ha reconocido el gran potencial que poseen los
organismos marinos como productores de sustancias bioactivas distintas a las
gue comunmente se extraian a partir de microorganismos y plantas terrestres,
y es de esperarse, ya que evidentemente se encuentran sometidos a
condiciones distintas, y como resultado sintetizan moléculas muy diferentes a
las terrestres (Garateix 2005). No obstante, se han reportado compuestos
antiparasitarios aislados a partir de organismos marinos como el acido a -
kainico (Fig. 1a) de un alga roja o la bengamida F (Fig. 1b) de un pepino de
mar (Blunden 2001) asi mismo, se han encontrado compuestos
anticancerigenos como la cefalostatina 1 (Fig. 1c¢) de un poliqueto tubicola y de
una esponja la spongouridina, de la cual se derivo la citarabina (Ara-C) (Fig.
1d).

No obstante, uno de los principales factores colaterales que genera el aumento
desmesurado de la poblacion mundial, la movilidad, inmigracion y la baja
calidad de las medidas de saneamiento es el incremento en la ocurrencia de
las enfermedades por parasitos (Ash & Orihel 2007). La Organizacion Mundial
de la Salud (WHO por sus siglas en inglés) ha documentado dicho aumento en
la mayor parte de los paises durante las ultimas décadas.

Las infecciones parasitarias afectan a millones de personas y causan gran
cantidad de muertes en todo el mundo sin embargo, la prevalencia de las
mismas es mucho mayor en los paises en vias de desarrollo, principalmente
por falta de higiene (Renslo & McKerrow 2006). Entre los organismos que
causan mayor problemética a este respecto se encuentran Giardia intestinalis,
Entamoeba histolytica y Trichomonas vaginalis, que son protozoos que carecen
de una mitocondria tipica (por lo que se les conoce como “amitocondriados”).
Los dos primeros producen infecciones en el tubo digestivo mientras que el
ultimo infecta el tracto urogenital; afectan a 280 y 180 millones de personas al

afio, respectivamente (Ali & Nozaki 2007).



Figura 1. Estructuras moleculares de a: acido kainico, b: bengamida, c:
cefalostatina y d: citarabina.

La incidencia de este tipo de enfermedades podria disminuir de forma
importante con la implementacién de las medidas de higiene adecuadas; por
ejemplo, el consumo de agua potable, desinfeccién de alimentos (frutas y
verduras) previo a la ingesta, lavado de manos antes y después de ir al bafio,
entre otras; sin embargo, los lugares donde ocurren los mayores indices de
infecciones carecen de la infraestructura para llevar a cabo procesos tan
importantes como la potabilizacién el agua o la pasteurizacion (Crompton &
Savioli 1993).

Otro de los problemas de salud con gran impacto a nivel mundial es el cancer,
éste es basicamente una multiplicacion masiva de células en un érgano o tejido
del cuerpo; tiene la capacidad de invadir tejidos diferentes al de origen y
efectos muy severos en la salud, formando parte de las principales causas de
muerte. La enfermedad se puede presentar en mas de 100 formas, y cada una
tiene tratamientos especificos; no obstante, las afecciones que causan
mayores tasas de mortalidad son el cancer de pulmén, higado, estbmago e
intestino (WHO, 2016).



Los dos factores determinantes en la incidencia del cancer estan conformados
por los genéticos y por los ambientales como la exposicion a quimicos,
contaminantes, radiacion UV y agentes infecciosos (virus, bacterias); la edad
es otra variable de relevancia al respecto, ya que a pesar de que el cancer se
presenta en personas de todas las edades, hay una mayor incidencia en la
poblacién de edad avanzada, que en conjunto conforma el 60% de los casos
nuevos (INC 2016).

Durante el 2012 se registro un total de 14.1 millones de casos nuevos a nivel
mundial, lo que quiere decir que el total de casos nuevos corresponde casi al
doble de la cantidad de muertes a causa de cancer registradas durante el
mismo afio (8.2 millones), mas de la mitad de las cuales ocurrieron en paises
de bajos recursos (CRUK 2016; OMS 2016).

Afortunadamente adn es posible recurrir a algunas medidas para reducir el
namero de victimas; esto conlleva cambios en los habitos diarios e
inmunizacién mediante vacunas. Al momento se encuentran disponibles varios
farmacos empleados en las quimioterapias; sin embargo, estos no son

efectivos para todo tipo de cancer (INC 2016).

De esta forma, la necesidad de recurrir a nuevos farmacos ha sido inminente.
Actualmente la mayor parte de los medicamentos usados para tratar estas
enfermedades tienen una eficacia limitada, sin considerar la gran cantidad de

efectos adversos que producen.

Aun asi, la preocupacion recae primordialmente en la resistencia que los
microorganismos y células pueden crear contra los medicamentos disponibles
en el mercado y que, a diferencia de las bacterias, los parasitos comparten
muchas vias metabdlicas y estructuras con las células humanas, por lo que la
gama de posibilidades terapéuticas se ve reducida; ademas de que implican
mayor riesgo para el ser humano (OMS 1998).



Sin embargo, contrariamente a las necesidades, la inversién y por tanto la
investigacion para la obtencidon de nuevos compuestos bioactivos se ha visto
disminuida, precisamente porque la mayor parte de los paises afectados son
de bajos recursos de forma tal que para la industria farmacéutica no es un
objetivo viable para el mercado; de este modo, la cantidad de farmacos
novedosos ha ido decreciendo, por lo que es posible que en un futuro no exista

acceso a compuestos activos eficaces (OMS 2014).

Algunos de los especimenes pertenecientes al phylum Cnidaria han mostrado
poseer gran variedad de compuestos activos. Este comprende un diverso
grupo de organismos marinos que se caracterizan por sintetizar células que
encapsulan tubulos enrollados disparables que son venenosos y urticantes
llamados cnidocitos (Daly et al. 2007). Dentro del filo los organismos mas
prometedores como fuentes de productos bioactivos se encuentran agrupados
en los 6rdenes Alcyonacea (corales blandos y gorgonias), Scleractinia (corales
duros) y Actinaria (anémonas), los que producen compuestos prometedores
mayormente clasificados dentro del grupo de los terpenos (monotepenos
diterpenos y sesquiterpenos) con actividad antitumoral; cabe mencionar que el
primer grupo es el que hasta el presente han contribuido con el mayor nimero

de compuestos bioactivos potenciales (Rocha et al. 2011).

Estudios previos de sustancias con viabilidad farmacoldgica obtenidas a partir
de cnidarios revelan que otro tipo de moléculas altamente bioactivas
corresponden a péptidos y proteinas, que, en el caso de las anémonas, de
acuerdo a su estructura primaria y propiedades funcionales se han clasificado
en cuatro grupos. El grupo | se encuentra conformado de péptidos de 5-8 kDa,
el grupo Il de proteinas basicas de 20 kDa, el lll por fosfolipasas citoliticas de
30-40 kDa y el IV conformado por una citolisina con una masa de 80 kDa
(Anderluh & Macek 2002; Carstensen et al. 1993; Castafieda et al. 1995).



Por otro lado, dentro de la clase Scyphozoa del filo Cnidaria se encuentran las
medusas verdaderas, organismos que habitan casi todos los ecosistemas
marinos; en algunas regiones han sido estudiados ampliamente en aspectos
taxondémicos y biologicos; no obstante, aun se desconocen muchos de los

compuestos que producen y/o las aplicaciones que se les puede dar.

A pesar de que la clase Scyphozoa no ha sido exhaustivamente estudiada a
este respecto se ha reportado un compuesto peptidico llamado aurelina que
posee actividad antibacterial importante; fue obtenido a partir de Aurelia aurita,
una medusa perteneciente al orden Semaeostomeae (Ovchinnikova et al.
2006). Ademas, se ha demostrado que el extracto crudo acuoso de la medusa
Cassiopea sp. posee compuestos con actividad inhibitoria en Giardia
intestinalis (Morales-Landa et al. 2007).

Por su parte, las anémonas (Clase Actinaria) han provisto de gran cantidad de
péptidos con afinidad a varios canales i6nicos lo que ha contribuido al
conocimiento tanto estructural como funcional de los mismos (Garateix &
Rodriguez 2010). También producen polipéptidos con capacidad de formar
poros en membranas biolégicas, cualidad que se estd explorando
biotecnolégicamente con resultados prometedores; por ejemplo, la
equinatoxina Il (EqTx 1) de Actinia equina muestra efecto citotoxico ante
células cancerigenas de tumores cerebrales o gioblastomas (Soletti et al.
2008).

Con base en la informacion previa, se enfatiza la importancia de continuar con
estudios que provean de nuevos farmacos, de forma tal que el ritmo de la
evolucion de las enfermedades de distintas indoles no supere los recursos
disponibles en materia de salud y que quiza las respuestas a muchos de los
retos pertinentes al tema se encuentran inmersas en los organismos que
habitan el océano. Por lo anterior, para la presente investigacion se planted
como objetivo el llevar a cabo las estrategias para el aislamiento de
polipéptidos presentes en la medusa invertida Cassiopea xamachana y en la
anémona Bunodosoma cavernatum mediante la aplicacion de un esquema

biodirigido, en busqueda del/de los componentes con actividad bioldgica.



2 ANTECEDENTES

2.1 Organismos marinos como productores de productos naturales

Durante mucho tiempo la obtencién de metabolitos activos se direccion¢ al
medio terrestre, por razones de practicidad, asequibilidad, entre otras; sin
embargo, a partir de 1960, la atencién se comenzo6 a redirigir hacia el ambiente
marino. Actualmente podemos ser testigos de que el atractivo resultante a
partir de la belleza, diversidad y singularidad de las especies de dicho medio no
Unicamente se limitdé a eso, sino que, ha sido producto del descubrimiento de
moléculas con distintas propiedades, por lo que la investigacion en relacién al
tema contindia en aumento (Perdicaris et al. 2013).

Debido a la problemética actual existente respecto a gran variedad de
enfermedades, la ciencia se ha mantenido en la blisqueda de alternativas para
tratar de cubrir algunas de las necesidades; de esta manera desde 1900 hasta
el momento se han obtenido cerca de 25,000 moléculas bioactivas del medio
marino y a la fecha se cuenta con algunos medicamentos comercializados
tanto en Estados Unidos como en Europa (Costa-Leal et al. 2007; Blunt et al.
2015).

El Ziconotide® o también conocido como SNX-111, es la versién sintética de la
w-conotoxina MVIIA(Fig. 2), aislada a partir del molusco marino Conus magus.
Este compuesto es de origen peptidico y tiene un poderoso efecto analgésico
debido a que tienen un mecanismo de accién de blogueo fuerte y selectivo de
canales de calcio, asi, se emplea en pacientes con dolor severo crénico, con la
gran ventaja de no generar adiccion o tolerancia (Mclintosh et al. 1982;
McGivern 2007).

C-K-G-K-G-A-K-C-S-R-L-M-Y-D-C-C-T-G-S-C-R-S-G-K-C

Figura 2. Secuencia de aminoacidos de la w-conotoxina MVIIA.
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Ademas, ya se ha aislado el primer producto natural marino anticancerigeno;
se llama trabectedina (ET-743) y se encuentra comercializado como Yondelis®
(Fig. 3). Se aisl6 de la ascidia Ecteinascidia turbinata, y tiene un potencial
antiproliferativo muy elevado, por ello, actualmente se aplica en pacientes con
sarcoma de tejido blando (Allavena et al. 2005; Cuevas & Francesch 2008).

Figura 3. Estructura molecular de la trabectedina.

Asi, la exploracion de la quimica marina continda creciendo y entre los grupos
de especimenes mas prometedores se encuentran las esponjas. Unicamente
durante el 2012 se reportaron 355 compuestos aislados a partir de ellas, con
actividades que incluyen la antimicrobiana, anticancerigena, citotdxica, entre
otras (Blunt et al. 2015); previamente en el 2011 se reportd la actividad
antiparasitaria de dos compuestos obtenidos por primera vez en Verongula
rigida derivados de la bromotirosina, que se aislaron con anterioridad a partir
de otras esponjas: la purealidina B (Fig. 4a) y la 11-hidroxiaerotionina (Fig. 4b),
gue mostraron actividad inhibitoria contra Leishmania panamensis vy

Plasmodium falciparum a 10 y 5 uM respectivamente (Galeano et al. 2011).

El grupo que precede a las esponjas en el campo de los productos naturales
marinos corresponde a los cnidarios, con 213 estructuras reportadas durante el
2012 (Blunt et al. 2014). Algunas de las propiedades del filo se describiran a
continuacion.
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Figura 4. Compuestos antiparasitarios de la esponja Verongula rigida. a:

purealidina B y b: 11-hidroxiaerotionina.

2.2 Cnidarios

El phylum Cnidaria es un grupo de metazoos diploblasticos, mayormente
marinos que incluye especies tanto sésiles como planctonicas. Carecen de
cefalizacion, poseen simetria radial, una Unica cavidad corporal

(gastrovascular) y tentaculos (Brusca & Brusca 2003).

El éxito del grupo es atribuido a su tendencia a formar colonias por
reproduccion asexual y por un ciclo de vida dimérfico (con una fase de pélipo y
otra de medusa); la mayor parte son carnivoros sésiles o planctdnicos, aunque
otros son suspensivoros y hay especimenes que viven en simbiosis con
microalgas del género Simbiodynium, las cuales les proveen de energia
(Brusca & Brusca 2003).

Una de las ventajas evolutivas mas importantes dentro del filo es la posesién
de estructuras urticantes o adhesivas llamadas cnidae (microcapsulas que
contienen el “aguijon”) que son su principal mecanismo de defensa, captura e
inmovilizacién de presas, digestion, repelencia de predadores y competencia
espacial (Frazéo et al. 2012). Cada cnida (singular de cnidae) es secretada por

el aparato de Golgi de una célula llamada cnidoblasto (Brusca & Brusca 2009).
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Hay tres tipos de cnidae con sus respectivos cnidoblastos: los nematocistos
(originados por nematoblastos) liberan el veneno a través de la piel, los
pticocistos (originados por pticoblastos) estan envueltos en proteccion mientras
que los spirocistos (orginados por spiroblastos) sirven como estructuras de
adhesion; estos ultimos dos estan restringidos a una parte de los cnidarios
(Fautin 2009; Frazao et al. 2012).

La clasificacion engloba a los comunmente conocidos como corales,
anémonas, medusas e hidras en 5 clases, 5 subclases, 21 6rdenes (Fig. 5), y
aproximadamente 11,000 especies (Daly et al. 2007)

Figura 5. Clasificacion taxondmica del phylum Cnidaria (Daly et al. 2007).

La importancia de los cnidarios va mas alld del significativo papel que
desempefian ecolégicamente, o del ingreso econémico que generan como
atraccion turistica, como es el caso de los corales que establecen enormes
arrecifes y que ademas conforman uno de los ecosistemas mas atractivos, que
durante las dUltimas décadas de esfuerzo cientifico han propiciado el
descubrimiento de moléculas que son producidas por ellos y que tienen
propiedades Unicas aplicables en distintos campos como la farmacologia.
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2.2.1 Productos naturales de cnidarios

El phylum cnidaria comprende aproximadamente 13,000 especies de
organismos que en su mayoria producen toxinas, las cuales actualmente se
clasifican en toxinas no peptidicas, neuropéptidos y citolisinas (Turk & Kem
20009).

2.2.1.1 Toxinas no peptidicas

Los corales blandos (orden Alcyonacea) producen metabolitos bioactivos como
medio defensivo, entre los cuales se encuentran los terpenos, mismos que
comprenden a los cembranoides, diterpenos que contienen un anillo de 14
carbonos con distintos grados de oxigenacion; un ejemplo de éstos es la
eunicina aislada a partir del octocoral Eunicea mammosa (Fig. 7) (Ferchmin et
al. 2009).

La bioactividad de los cembranoides incluye efectos en los receptores
nicotinicos. La lofotoxina (LTX) (Fig. 6), obtenida del género Lophogorgia,
produce blogqueo lento e irreversible en la unién neuromuscular en el diafragma
de ratas (Culver & Jacobs 1981; Fenical et al. 1981).

18
6 4 17

19 15

9 11 13 14 16

Figura 6. Estructuras de cembranoides (Ferchmin et al. 2009). a:
metilpseudoplexaurato (los nimeros en azul comprenden a los carbonos del

anillo cembranoide), b: sarcofitol A, c: eunicina y d: lofotoxina.
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Ademas, la palytoxina (Fig. 7), una de las toxinas marinas no poliméricas mas
grandes y letales, se aisl6 originalmente a partir del género Palythoa. Tiene una
composicién elemental de Ci29H223N30s4, Yy actividades bioldgicas que incluyen
una dosis letal 50 (DLso) en conejos de 25 ng/kg, citotoxicidad, hemodlisis,
contraccion violenta de musculos esqueléticos, lisos y cardiacos, actividad
masiva de células excretoras, entre otras; se ha aislado de otros organismos
como dinoflagelados, anémonas, poliquetos, algas, crustaceos y peces (Wu
20009).

Figura 7. Estructura quimica de la palytoxina.

2.2.1.2 Neuropéptidos

Por otro lado, los neuropéptidos han sido detectados en gran cantidad de
organismos, principalmente en anémonas, y han presentado estructuras con
actividades importantes. Estos se clasifican de la siguiente forma de acuerdo a
Norton 2009:
1) Toxinas de canales Na*
a. Largas de tipo 1 (Antopleurina A)
b. Largas de tipo 2 (Shl de Stichodactyla helianthus)
c. Cortas de tipo 3 (ATXIII de Anemonia sulcata)
d. Otras (APETx2 de Anthopleura elegantissima)
2) Toxinas de canales de K* (ShK de Stichodactyla helianthus).
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Ademas del efecto visto en canales de sodio y potasio activados por voltaje, se
ha reportado actividad de proteasas, fosfolipasas y formacion de poros
(Garateix & Rodriguez 2010). Asi mismo, se han reportado compuestos con
actividad antiincrustante (Bragadeeswaran et al. 2011), analgésica (Yaroslav et
al. 2008) y antimicrobiana (Thangaraj et al. 2011).

2.2.1.3 Citolisinas

Otro grupo de toxinas producidas ampliamente por los cnidarios,
particularmente las anémonas, son las citolisinas (Tabla 1). Como su nhombre lo
indica, son moléculas que lisan (rompen) las membranas celulares mediante la
unién directa o corte de componentes como fosfolipidos o esteroides
(colesterol). Hay dos tipos de citolisinas de acuerdo a su modo de accion: las
cataliticas y las formadoras de poros (Anderluh et al. 1999). Algunas citolisinas
ejercen su accién en células especificas, por ejemplo, las hemolisinas, que son
aguellas que lisan globulos rojos. Este hecho ha permitido el andlisis de su
potencial terapéutico. No obstante, se han descrito otras con inespecificidad, es
decir, que lisan gran variedad de tipos celulares, por lo que se ha planteado el
disefio de conjugados moleculares para que los compuestos activos de este
tipo hagan un reconocimiento de células especificas como las tumorales y asi

poder darles un uso terapéutico (Kem et al. 1990).

Ademas, se han reportado tres moléculas aisladas a partir de Stichodactyla
helianthus llamados sticolisinas Stl (Fig. 8a), Stll y equinatoxina Il (Eqtll) (Fig.
8b) las cuales han mostrado actividad inhibitoria en el protozoario Giardia
intestinalis (syn. duodenalis) (Tejuca et al. 1999).

a b

Figura 8. Estructuras tridimensionales de a: sticolisina | y b: equinatoxina Il.
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Tabla 1. Clasificacibn de las citolisinas de acuerdo a sus propiedades

moleculares
Grupo Masa molecular pl Actividad
(kDa)
I 5-8 >9 Formacion de poro; antihistaminica
Il 20 >9.5 Formacién de poro
1] ~30-45 >8.8 Actividad de PLA;; Formacion de poro
\Y 80 5.0 Formacién de poro

2.2.2 Moléculas antiparasitarias y anticancerigenas obtenidas a partir de
cnidarios

Algunas investigaciones se han centrado en el potencial farmacoldgico
antiparasitario de las moléculas producidas por los cnidarios; entre dichas
investigaciones se encuentra la publicada durante 1999 por Tejuca et al. donde
probaron el efecto de las sticolisinas | y Il de Stichodactyla helianthus ademas
de la equinatoxina de Actinia equina contra Giardia intestinalis. Los resultados
mostraron actividad con Csp (concentracion que produce el 50% del efecto

méaximo) de 0.5, 1.6 y 0.8 nM respectivamente.

Por otra parte, Quero-Remaio et al. 2008 evaluaron extractos crudos
metandlicos de algunas especies de cnidarios ademas de un esteroide
modificado de Carijoa riisei sobre tripomastigotos de Trypanosoma cruzi y
Leishmania spp.

De esta forma, encontraron que los extractos crudos de Heterogoria uatumani,
Leptogoria punicea, Macrorhunchia philippina y C. rissei presentan actividad
antiparasitaria con una ICso de entre 2.8 y 93.3 pg/mL contra Leishmania spp. y
entre 40.9 y 117.9 pg/mL contra T. cruzi, mientras que el esteroide (18-
acetoxipregna-1,4,20,trien-3-uno) muestra valores de inhibicionde 5.5 pg/mL
contra promastigotos y 16.88 pg/mL contra amastigotos intracelulares de

Leishmania.
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Por otro lado, Salas-Sarduy et al. (2013) obtuvieron una fraccién acuosa del
coral Plexaura homomalla que posteriormente enriquecieron con inhibidores de
proteasas de anclaje fuerte y probaron su efecto inhibitorio en cepas de T. cruzi
y Plasmodium falciparum. Con esto, determinaron valores de ICsy de 0.46 uM
en P. falciparum. También observaron disminucion en infeccion de células Vero

(renales) por T. cruzi adn en concentraciones nanomolares.

Asi mismo, se han reportado una cantidad relevante de compuestos
anticancerigenos aislados de cnidarios, la mayoria obtenidos de los érdenes
Alcyonacea y Gorgonacea (Tabla 2). Algunos ejemplos incluyen a la blumiolida
C, un compuesto diterpenoide de Xenia blumi con actividad citotoxica en
células leucémicas de ratén y adenocarcinoma de colon humano con DEsg
(Dosis Efectiva 50: dosis de un compuesto que produce un efecto deseado en
el 50% de los sujetos de prueba) de 0.2 ug/mL y 0.5 uM respectivamente (El-
Gamal et al. 2005); el hidroxicapneleno de Dendronephthya rubeola ejerce un
efecto con Clsp de 0.7 uM en contra de lineas celulares cancerigenas
implicadas en la patologia de la leucemia y de 7.6 yM en carcinoma cérvico,
ambos humanos (Grote et al. 2008).
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Tabla 2. Compuestos antitumorales con alto potencial bioactivo aislados a
partir de cnidarios (Rocha et al. 2011).

Alcyonacea (Corales blandos y gorgonias)

crassocaule

Crassocolidos H-M

Orden Familia Especie Compuesto Quimica
Klyxum simplex KlysimplexinaB y H Diterpenoide
Lobophytum sp. Lobofiteno Diterpenoide
B Lobophytum
Alcyoniidae cristagalli Diterpeno cembrandlido Diterpenoide
Sarcophytum

Cembranoides

Clavulariidae

Sinularia flexibilis Flexilarina D Cembranoide
Clavularia Diterpenoide tipo
koellikeri cembrano Diterpenoide

Clavularia viridis

Acido claviridico

Prostanoide

Clavularia viridis

Clavulonas

Prostanoide

Clavularia viridis

Claviridenona

Prostanoide

Clavularia viridis

Prostanoide halogenado

Prostanoide

Clavularia viridis

Bromovulona lll

Prostanoide

Clavularia viridis

Yonarasteroles

Esteroide

Clavularia viridis

Stoloniferona E

Esteroide

Telesto riisei Punaglandinas Prostaglandina
Dendronephthya | Capnella-9-ene-8f3,100-
Nephtheidae rubeola diol Sesquiterpenoide
Nephthea chabroli Chabranol Terpenoide
Asterospicularia
laurae Asterolaurina A Diterpenoide
Xennidae Cespitularia
hypotentaculata Cespitularina C Diterpenoide
Xenia plicata Blumiolida C Diterpenoide
Briareidae | Briareum excavate | Briaexcavatolidos L y P Diterpenoide

Pseudopterogorgia

sp. Secosteroles Esterol
Gorgoniidae Pseudopterogorgia B|s(pseudppterano) _ .
acerosa amina Dialkylamina
Pseudopterogorgia
kallos Bielschowskysina Diterpenoide
Isis hippuris Suberosenol B Terpenoide
Esteroides
Isididae Isis hippuris polioxigenados Esteroide
Isis hippuris A-nor-hippuristanol Esteroide
Isis hippuris Acido isishippurico B Esteroide




Ademas, de origen proteico se ha aislado la equistatina de Actinia equina, con
efecto inhibitorio en cisteinproteasas similares a la papaina, las cuales estan
implicadas en algunas enfermedades incluyendo tumores cerebrales; asi
mismo, ha mostrado fuerte inhibicién especifica en la proteinasa aspartica
catepsina D implicada en la patogenicidad del cancer de mama (Lenarcic &
Turk 1999; Wolf et al. 2003).

De esta forma se pone de manifiesto la potencialidad del filo Cnidaria como un
grupo productor de compuestos bioactivos. Aun hay gran cantidad de
organismos que no se han estudiado en el campo de los productos naturales
marinos, o bien, que cuyas propiedades farmacolégicas han sido analizadas
Unicamente a nivel de extractos, mismos que han propiciado actividades
potentes, lo que podria indicar la presencia de compuestos que una vez
aislados podrian potenciar de forma importante su efecto en los distintos

modelos bioldgicos y asi guiar a moléculas lider.

2.3 Clase Scyphozoa

Entre las clases de cnidarios que han sido relativamente poco estudiadas en el
area de productos naturales se encuentra la clase Scyphozoa, la cual esta
compuesta por alrededor de 200 especies exclusivamente marinas en los que
predomina la fase medusoide aunque en el algunos casos la fase polipoide se
reproduce de forma asexual mediante un proceso conocido como estrobilacion

para originar medusas.

A pesar de que la clase Scyphozoa no ha sido exhaustivamente estudiada a
este respecto ya se ha descrito la actividad hemolitica de un extracto crudo
acuoso de la medusa Pelagia noctiluca de la regién del Mar Caribe. Dicho
extracto mostré un contenido proteico de 0.25 mg/mL y actividades del 100 y
50% de hemdlisis a 1.1 y 0.98 ug/mL respectivamente (Sanchez-Rodriguez &
Lucio-Martinez 2011).
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Ademas, se ha obtenido un compuesto peptidico del orden Semaeostomeae
llamado aurelina (Fig. 9), aislado de la medusa Aurelia aurita el cual posee
actividad antibacterial con 1Cso de hasta 7.7 pg/mL en Escherichia coli
(Ovchinnikova et al. 2006).

Figura 9. Secuencia de aminoacidos correspondiente a la aurelina.

2.4 Cassiopea xamachana

2.4.1 Clasificacidn taxondmica

Phylum: Cnidaria
Clase: Scyphozoa
Orden: Rhizostomeae
Género: Cassiopea (Péron & Lesueur 1809)
Especie: Cassiopea xamachana (Bigelow 1906)

2.4.2 Diagnosis

Los organismos incluidos en el género Cassiopea carecen de tentaculos; a
cambio, poseen cuatro brazos orales (Fig. 10) unidos en el centro de la
campana (manubrio), que se bifurcan dando origen a 8 brazos orales, los
cuales a su vez se dividen en apéndices que tienen pequefias estructuras de

succion similares a una boca (Fig. 11) (Hamlet et al. 2011).
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Figura 10. Vista lateral de un espécimen del género Cassiopea (Modificada de
Hamlet et al. 2011).

Tienen numerosos embudos orales anclados al plano ventral de los brazos que
a su vez estan branquiados; un soporte gelatinoso subcoénico o subcilindrico
gue se extiende a los apices de las branquias principales y estan provistos de
varias vesiculas en agregacion entre los embudos orales que estan
desprovistas de apéndices en el lado dorsal. Ademas, poseen cuatro gbénadas
interradiales (Fig. 11) (Bigelow 1900).

Figura 11. Plano ventral de Cassiopea (Modificada de Hamlet et al. 2011).

Una de las estructuras mas prominentes de estos organismos es el disco o
campana; en la zona oral de la campana se encuentra conectado el manubrio
mientras que la zona aboral es ligeramente cOncava y se encuentra en
contacto con el sustrato. En el margen del disco se encuentran situadas

alrededor de 16 formaciones conocidas como ropalia.
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También cuentan con estructuras de sulfato de calcio hemihidratado llamadas
estatolitos que son basicamente receptores de gravedad y se encuentran

dentro de otra estructura llamada estatocisto (Hopf & Kingsford 2013).

2.4.3Biologiay distribucion

El género Cassiopea comprende organismos que aun teniendo la capacidad de
locomocion pasan la mayor parte de su vida postrando su campana en el
bentos (Hamlet et al. 2011). Los ambientes que habitan son de aguas someras
y relativamente claras ya que estas les confieren condiciones de exposicion
adecuada para los fotosimbiontes que adquieren en etapas tempranas de
reproduccion y resguardan en la superficie oral (Hofmann et al. 1978). Se ha
reportado que algunos factores como la eutrofizacion costera o relleno de
manglares causan el incremento a gran escala de esta clase de organismos
(Arai 2001), ya que favorecen su reproduccién, por la degradacion de hojas
gque provee sitios primarios de asentamiento y posiblemente sefiales
metamoérficas reproductivas (Fleck & Fitt 1999; Hofmann & Hadfiel 2002), de tal
forma que establecen grandes colonias e inclusive florecimientos (Mills 2001).

Esta medusa se encuentra en constante movimiento causado por pulsos
producidos por la contraccién y expansién de la campana, esto para generar
corrientes muy Utiles ya que su habitat es caracterizado por flujos muy lentos,
asi que le permiten llevar a cabo la captura de alimento, intercambio de
oxigeno, regulacion de la temperatura, eliminacion y distribucién de gametos e
inclusive la incorporacion de fotosimbiontes (Welsh et al. 2009; Hamlet et al.
2011).

Su alimentacion consta de zooplancton, incluyendo copépodos, materia

organica disuelta y particulada, ademas de los nutrientes provistos por los
fotosimbiontes (Santhanakrishnan et al. 2012).
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Entre sus depredadores se encuentra el nudibranquio Dondice parguerensis, el
cual se alimenta de sus brazos orales; éste almacena los nematocistos para su
uso posterior y anexo a esto la utiliza como sustrato para el depésito de huevos
(Brandon & Cutress 1985).

La importancia de las medusas invertidas recae en que proveen resguardo a
algunos organismos, como otros invertebrados, ademas de ser fuente de
alimento (Davenport 1998; Kingsford 1993; Browne & Kingsford 2005 &
Almarau et al. 2009). Por otro lado, se conoce que el género contribuye en gran
medida a la materia organica involucrada en la ruta trofica de ambientes
bentonicos, a redes tréficas pelagicas en arrecifes de coral y a otros
ecosistemas marinos (Niggl et al. 2010). Ademas, debido a que pueden
acumular diversos metales como aluminio, arsénico, bario, cadmio, cromo,
cobre, hierro, manganeso y zinc en niveles mayores a los del ambiente
circundante, ademas de litio, calcio, magnesio y estroncio a niveles
ambientales, se les considera como indicadores biolégicos potenciales.
(Templeman & Kingsford 2010).

Entre la clase Scyphozoa se encuentran especies que producen potentes
toxinas, y el género Cassiopea no es la excepciéon, aunque se ha observado
gue en una misma especie la severidad de la picadura puede variar, quiza por
la composicion del veneno. Por otro lado, se tienen reportes de especimenes
venenosos y no venenosos dependiendo del habitat en el que se encuentran;
asi, se ha registrado una variedad venenosa en las costas del Mar Caribe, y
otra no venenosa en la costa oeste de Isla Harbour, en las Bahamas (Radwan
et al. 2001).

2.4.4 Bioactividad en Cassiopea xamachana

Durante los primeros afos del siglo presente, se publicaron estudios que
revelan algunas de las propiedades bioactivas en los extractos del género
Cassiopea; éstas incluyen hemodlisis, citotoxicidad e inhibicion de células

tumorales, entre otras.
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Radwan & Burnett (2001) realizaron estudios toxinolégicos del veneno
contenido en los nematocistos de C. xamachana, separados de los
fotosimbiontes por citometria de flujo. En este trabajo demostraron que los
fotosimbiontes son causa de la reduccion del potencial efectivo. En pruebas
con ratones reportaron una DLsy de 0.35 mg/kg, es decir, casi 5 veces mas
potente que el reportado por Radwan et al. (1.6 mg/kg) en estudios previos
durante el mismo afio. EI mismo patrén de incremento se observd para la
actividad hemolitica, obteniendo valores de 50% de hemodlisis de 7 pg/mL con
nematocistos aislados, mientras que Radwan et al. reportaron valores de 110

Mg/mL. Ademas encontraron actividad citotoxica en hepatocitos.

Torres et al. en el 2001 encontraron que los extractos acuosos de C.
xamachana poseen actividad hemolitica tanto en eritrocitos humanos como de
oveja y obtuvieron valores de HUsq (definida como la cantidad de proteina en la
muestra requerida para causar 50% de hemolisis) de 6.89 pg/mL y 56 pg/mL

respectivamente.

Cuatro afios después Radwan et al. examinaron la actividad de fosfolipasa A, y
hemolitica del extracto crudo acuoso y 6 fracciones (I-VI) de C. xamachana en
ratones. Ellos observaron toxicidad del extracto crudo en ratones con una DLsg
de 0.75 ug/g; no obstante, las fracciones fueron mas activas, sobresaliendo la

VI, que contenia componentes proteicos de baja masa molecular (<17 kDa).

Durante el 2003, Ordufia-Novoa et al. realizaron pruebas en raton y
encontraron que la infusion del extracto crudo de C. xamachana atenua la
expresion de tumores en cerebro y espina dorsal de animales expuestos a la
etil-nitrosourea (ENU, toxina comun, encontrada en tabaco y en comida
ahumada y salada), ademas de disminuir la diversidad de tumores expresados
después del tratamiento.
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El altimo trabajo realizado a este respecto es el de Morales-Landa et al. 2007
en el cual realizaron distintas pruebas biol6gicas con extractos acuosos de
cnidarios y demostraron el alto potencial activo de los mismos, particularmente
de la medusa invertida C. xamachana, donde observaron actividad contra G.

lamblia con una Clsg 226 pg/mL.

2.5 Bunodosoma cavernatum

2.5.1 Clasificacion taxonédmica

Phylum: Cnidaria
Clase: Anthozoa
Orden: Actinaria
Género: Bunodosoma Verrill, 1899
Especie: Bunodosoma cavernatum (Bosc 1801)

La clase Anthozoa incluye a los comunmente llamados corales azules, corales
negros, gorgonias, anémonas, plumas de mar, etc., clasificados en 10 6rdenes
y mas de 7,500 especies validas (Rocha et al. 2011).

2.5.2 Diagnosis

La caracterizacion taxonOmica se realiz6 con el apoyo del Dr. Ricardo
Gonzalez Mufioz, el cual es especialista en anémonas marinas:

La especie Bunodosoma cavernatum tiene una columna cilindrica, con 12-22
mm en diametro y de 7-15 mm en altura, posee vesiculas redondeadas
abundantes la cuales estan distribuidas en 96 filas longitudinales del margen al
limbo. El disco pedal esta bien desarrollado, mide de 12-19 mm en diametro.
La coloracion tanto del disco pedal como de la columna pueden ser marron
brillante, anaranjado, rojizo, amarillo o verde olivo.

Posee un diametro de 20 a 38 mm al encontrarse expandida tanto de los
tentaculos como del disco oral; éste ultimo tiene un diametro de 10-22 mm, es
suave de coloracion marrén-amarilla, marron-rojiza o verde olivo palido, en

ocasiones con bandas radiales blancas o amarillas.
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Tiene aproximadamente 96 tentaculos que se afinan de manera distal al disco,
se encuentran distribuidos hexameralmente en cinco ciclos, son lisos, simples,
conicos, contractiles y con una longitud moderadamente alargada de 3-5 mm.
La coloracion varia de verde olivo, rojizo o anaranjado palido, puede tener

puntos blancos o amarillos en el lado oral e inclusive destellos morados.
2.5.3Biologiay distribucion

Las anémonas se encuentran agrupadas en la clase Anthozoa, los organismos
pertenecientes a dicha clase son marinos exclusivamente, carecen de fase
medusoide y cuentan con nematocistos tanto en la epidermis como en la
gastrodermis. El hecho de que se encuentren distribuidas de forma solitaria o
clonal y el carecer de un esqueleto calcareo las incluye dentro del orden
Actinaria que comprende a las anémonas verdaderas con alrededor de 800
especies descritas, caracterizadas por la presencia de fotosimbiotes y de
estructuras especializadas como tentaculos, verrugas, acrorhagi, etc. (Brusca &
Brusca). La estructura béasica de una anémona comprende una boca en medio
del disco oral (Fig.12), de este se proyectan numerosos tentaculos retraibles
gue les sirven para atrapar a sus presas; su estructura de soporte es el disco
pedal que se extiende hasta el disco oral con una estructura denominada

columna o pie.

Figura 12. Estructura externa basica de una anémona (Modificado de Brusca &
Brusca 2003).
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B. cavernatum habita aguas poco profundas, se adhiere a rocas y restos de
coral. Su distribucion comprende el Océano Atlantico Oeste desde Carolina del
Norte hasta Barbados ademés del Mar Caribe, Golfo de México, Islas Carolina,
Micronesia. Es de mencionar que Gonzalez-Mufioz en el 2013 reportd por

primera vez esta especie para las costas mexicanas.
2.5.4 Bioactividad en anémonas (clase Anthozoa, orden Actinaria)

Los péptidos y las proteinas son los compuestos que han sido
predominantemente encontrados y estudiados en anémonas, éstos difieren en
estructura, tamafio y sitio de accion (Frazao et al. 2012). En términos generales
los polipéptidos tienen como blanco principalmente a los canales de Na* y K,
mientras que las citolisinas o también llamadas actinoporinas que forman poros
en la membrana celular (Moran et al. 2009).

El descubrimiento de compuestos novedosos en anémonas asi como su modo
de accion ha sido una herramienta muy valiosa en el entendimiento del
funcionamiento del sistema nervioso central asi como de transmisién sinaptica
(Norton 2009; Gondran et al. 2002). Las toxinas de anémonas juegan un papel
como estimulantes cardiacos o neurotoxinas de acuerdo al grado de afinidad

de las mismas con las isoformas de los canales de sodio (Santana et al. 1998).

La subunidad alfa formadora de poro de los canales de Na* consiste de cuatro
dominios homdlogos, de los cuales cada uno contiene seis hélices putativas
transmembranales S1-S6. El sitio tres del canal de sodio modulado por voltaje
sirve como un sitio de unidn para las toxinas de anémonas, escorpiones y
arafias; una vez acopladas el sitio las toxinas afectan las propiedades de
inactivacion del canal, por lo que a éstas se les conoce como toxinas

modificadoras de compuerta (Moran et al. 2009).

Existen tres clases de péptidos dentro del grupo de toxinas de canales de Na*
provenientes de anémonas: dos corresponden a moléculas largas que
contienen de 45 a 50 residuos de aminodacidos y otra de péptidos cortos con

27-32 residuos de aminoacidos.
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Los péptidos largos obtenidos de los géneros Anthopleura y Anemonia (familia
Actiniidae) se encuentran clasificados como los de tipo 1, mientras que
aguellos de los géneros provenientes del Indopacifico como Heteractis
(formalmente Radianthus) y Stichodactyla (formalmente Stoichactis), miembros
de la familia Stichodactylidae, conforman los del tipo 2 (Kem 1988; Kem et al.
1989 In: Norton 2009). Estas dos clases de péptidos son similares respecto a la
localizacion de pares de cisteinas (las cuales forman tres puentes disulfuro),
asi como en algunos otros residuos que se piensa juegan un papel en la

actividad biologica.

Por otro lado los canales de K* se clasifican en 15 subfamilias de acuerdo a su
estructura y funcién; una de éstas es la subfamilia Kv (canales de potasio
activados por voltaje) la cual participa en la repolarizacién de la membrana
después de la iniciacién del potencial de accién, regulacién del pulso cardiaco,
contraccion muscular, secrecion de insulina, entre otros (Orts et al. 2013).Las
toxinas con efecto en canales Kv han sido estudiadas en menor medida; sin
embargo, se ha evidenciado la funcionalidad que tienen como herramienta de
investigacion; hasta el momento se han aislado unos 20 compuestos de este

tipo (Yamaguchi et al. 2010).

2.5.5Bioactividad en el género Bunodosoma

Se han obtenido algunas moléculas activas a partir del género Bunodosoma,
como la toxina BgK de 4.279 kDa, que fue aislada a partir de B. granulifera por
Aneiros et al. 1993 y se encuentra formada por 37 residuos; su efecto se
evalud en espina dorsal de rata y se comprob6 que suprime corrientes de K* en
al menos algunas poblaciones neuronales. De la misma anémona se aislo la
granulotoxina (GRX), un péptido neurotoxico con una masa de 4.958 kDa que a
una concentracién de 800 ug/kg produce un efecto neurotdéxico en ratas con
diferentes reacciones, como movimientos circulares, comportamiento agresivo,

convulsiones y muerte (Santana et al. 1998).
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Otra toxina con efecto en los canales de K es BclV de Bunodosoma caissarum
conformada por 41 aminoacidos y una masa molecular de 4.669 kDa, ésta es
comparable en hasta 45 y 48% con APETx1 y APETx2 de Anthopleura
elegantissima respectivamente (Stoloarz et al. 2006). El péptido presenta
efecto paralizante débil en el cangrejo Callinectes danae.

Ademas en el afio 2008 se publicé por primera vez un estudio de analisis
protedmico hecho en la fraccidon neurotoxica de Bunodosoma cangicum, donde
se encontraron 81 componentes de los cuales tres de ellos fueron parcialmente
secuenciados y ensayados; éstos mostraron actividad similar a las toxinas de
canales de sodio en ensayos realizados en nervio de pie de cangrejo. También
se reportd una molécula de 3.176 kDa que mostré actividad similar a la de las
toxinas de canales de potasio y otras tres que aparentemente conforman un
nuevo grupo de toxinas de canales de Na" con aproximadamente 3.200 kDa,
considerando su actividad y que las toxinas con efecto en dichos canales
aisladas hasta el momento tienen un peso cercano a los 5 kDa (Zaharenko et
al. 2008b).

Asi mismo, las toxinas BcsTx1 y BcsTx2 de 4.151 y 3.914 kDa respectivamente
fueron obtenidas a partir de B. caissarum y tienen un efecto sobre canales de
K", ejerciendo boqueo total del canal Shaker con N-terminal truncado presente

en insectos.

En cuanto a toxinas con efecto en canales de Na*, en el afio de 1993 el grupo
de trabajo de Malpezzi et al. realizé el aislamiento de tres fracciones del
veneno neurotoxico de Bunodosoma caissarum los cuales fueron denominados
Bcl, Bcll y Bclll; éste dltimo resultd ser una toxina que fue secuenciada con 48
aminoacidos y seis residuos de cisteina; dicha secuencia mostré una identidad
de secuencia alta respecto a las toxinas largas de tipo 1 previamente
reportadas. Un afio después Loret et al. purificaron las toxinas nombradas Bgll
y Bglll a partir de B. granulifera, ambas resultaron téxicas para mamiferos.

Otras moléculas aisladas de la anémona Bunodosoma cangicum con efecto en

canales de Na’ (Navl.1l) son la cangitoxina (CGTX) de 48 residuos de
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aminoacidos y sus derivados CGTX-Il y CGTX-lll (Cunha et al. 2005;
Zaharenko et al. 2008a).

En cuanto al grupo de toxinas citoliticas, se conoce que el veneno de B.
caissarum genera hemolisis dosis-dependiente en eritrocitos de pez, sapo,
serpiente, raton y rata con una DEsg (Dosis Efectiva 50) variante entre 2.9y 7.6
Mg de veneno/mL de suspension de eritrocitos (Malpezzi & Freitas 1991). En
este trabajo observaron la variacion en la sensibilidad de acuerdo al tipo de
eritrocitos siendo los de rata los mas resistentes y los de sapo los mas
sensibles La primera hemolisina purificada a partir del género Bunodosoma fue
la caissarolisina | (Bcs I), producida por B. caissarum; es una actinoporina con
un peso de 19.757 kDa y una actividad hemolitica importante (EDso= 0.270
Mg/mL) aunque carece de actividad de fosfolipasa A, (PLA,) (Stolarz et al.
2006).

Al ser las citolisinas proteinas con capacidad de formar poros en las
membranas bioldgicas, se ha indagado a cerca de la aplicacién de las mismas
en un campo farmacolégico de gran relevancia ya que podrian emplearse para
facilitar el ingreso de los medicamentos al citosol por lo que la eficacia de los

mismos podria incrementar (Gabilan 2008).

La fraccion Bc2 y la equinatoxina-Il (EqTx-11) resultaron citotoxicas a las lineas
celulares de glioblastoma U87 y A172; sin embargo, se ha observado que bajo
dosis no téxicas (0.1 pg/mL de Bc2 y 0.3 pg/mL de EqTx-Il) promueven el
efecto de medicamentos empleados comunmente en la quimioterapia como la
arabiosida, doxorubicina y vincristina de 10 a 300 veces (Soletti et al. 2008). La
toxina Bc2 tiene la capacidad de incrementar intracelularmente la
concentracion de Ca®" y asi permite la induccién de liberacién de
neurotransmisores en preparaciones de terminal nerviosa (Migues et al. 1999
In: Rottini et al. 2008), mientras que la EqTx-Il forma poros transmembranales
de 1-2 nm, al acoplarse dentro de la membrana celular; asi el ingreso de
electrolitos y moléculas pequefias menores a 1 kDa queda libre (Anderluh et al.
2003).
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También, Lagos et al. 2001 obtuvieron una fraccion del veneno de B. cangicum
mediante permeacion en gel. Esta se encontré conformada por compuestos de
8 a 18 kDa los cuales se caracterizaron por ser altamente hemoliticos con una
CEso (Concentracion Efectiva 50: aquella que afecta al 50% de la poblaciéon de
prueba) de 14 g/mL en eritrocitos de ratén.

Asi mismo se aislé un acil aminoacido nombrado bunodosina 391 a partir de B.
cangicum, el cual produjo un fuerte efecto analgésico al ser inyectado en la

extremidad posterior de ratas (Zaharenko et al. 2011).

Especificamente en Bunodosoma cavernatum los estudios de letalidad dieron
como resultado una DLso de 40 ug proteina/kg de raton y actividad hemolitica
dosis-dependiente en eritrocitos humanos, misma que incrementé con la

temperatura (Eno et al. 1998).

2.6 Parasitosis

Como se ha analizado anteriormente, algunas de las moléculas aisladas del
medio marino han provisto de soluciones a distintas patologias que
representan problemas criticos. Entre las enfermedades conocidas existen
varias que requieren de atencién especial ya que aun carecen de soluciones

eficaces. Entre ellas se encuentran las infecciones por parasitos.

Los protozoarios son microorganismos unicelulares eucariontes distribuidos en
casi todos los habitat conocidos. La mayor parte de las especies de este grupo
son de vida libre; sin embargo, existen algunas que viven de forma parasitaria

en otros organismos, incluyendo al humano.

Entre las formas parasitarias que tienen alta incidencia en el hombre se
encuentran aquellas clasificadas en el filo Sarcomastigophora, subfilo
Mastigofora, caracterizados por la posesion de flagelos como medio de
locomocion (Yaeger 1996), ademas de estar desprovistos de una mitocondria
tipica; por esto, son comunmente nombrados “amitocondriados” (Ali & Nozaki
2007).
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Desde hace algunas décadas se ha comenzado a tener registros del aumento
en la incidencia de infecciones parasitarias y las cifras tienden a ser cada vez
mas preocupantes. Sin embargo, a pesar de que se ha comprobado que el
efecto que ejercen los cambios y perturbaciones ecolégicas inducidas tanto
naturalmente como por el humano tienen gran influencia en la aparicion,
desarrollo y reforzamiento de las infecciones por parasitos (Ebert & Herre
1996), aun no se toman medidas lo suficientemente efectivas para combatir
este problema.

Las infecciones por parasitos llegan a producir millones de casos al afio,
constituyendo un problema a nivel mundial que va incrementando con el
tiempo. Actualmente se estima que 280 millones de personas son infectadas
cada afio por parasitos y se reportan al menos 2.5 millones de casos fatales
unicamente considerando a las enfermedades diarreicas (WHO 1998; Upcroft &
Upcroft 2001).

2.6.1 Giardia intestinalis

La enfermedad diarreica mejor conocida como giardiasis, es producida por G.
intestinalis, también conocida como G. duodenalis o G. lamblia. Es un
protozoario incluido en la clase Zoomastigophorea, orden Diplomonadida, que
posee dos nucleos con envoltura nuclear ligada al reticulo endoplasmico,
citoesqueleto, vacuolas periféricas similares a lisosomas por debajo de la
membrana plasmatica, no posee mitocondria, peroxisomas y aparato de Golgi
morfol6égicamente evidente (Thompson 2008; Carranza & Lujan 2010).

Su ciclo de vida incluye una etapa de trofozoito movil, flagelado, la cual es
replicativa y otra quistica, que conforma la fase infectiva; la infeccion comienza
por la ingestion de quistes a través de comida o agua contaminada ademas de
contacto directo fecal-oral (Fig. 13).
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Figura 13. Ciclo de vida de G. intestinalis (Tomado de CCPE 2016).

Asi, al pasar por las condiciones &cidas estomacales se desenquistan y liberan
a los trofozoitos que enseguida se adhieren al epitelio del duodeno y parte alta
del yeyuno donde comienzan a reproducirse por fision binaria, gracias a las
condiciones bésicas de la zona; finalmente la desecacion del bolo fecal en el
colon propicia la transformacion en quistes que salen al medio exterior a través
de las heces (Diaz & Fernandez-Alonso Borrajo 1996; Cotton et al. 2011).
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G. intestinalis se distribuye mundialmente y produce infecciéon que puede ser
asintomdtica o presentar diarrea cronica intensa, deshidratacion, dolor
abdominal, nduseas, vomito ademas de pérdida de peso; se adquiere por bajas
condiciones de higiene, por lo que las prevalencias mas altas se observan en
paises en vias de desarrollo (8-30%) ubicados en zonas tropicales y
subtropicales, aunque también se presentan brotes en paises desarrollados
(0.4-7.5%) (Caccio & Ryan 2008; Eckmann 2003).

2.6.2 Entamoeba histolytica

Otro protozoario unicelular y patdogeno entérico es E. histolytica. Este
protozoario pertenece a la familia Entamoebidae, es anaerobio, microaerdfilico,
y causa aproximadamente 500 millones de casos de amibiasis, de los cuales
de 70,000 a 100,000 resultan mortales; por ello, se le considera como la
segunda causa de muerte por enfermedades antiparasitarias (Bansal et al.
2006).

La infeccion por E. histolytica protozoario produce diarrea, colitis y abscesos en
organos como higado, pulmones, cerebro, piel e intestino; el 90% de los casos
son asintomaticos, pero el resto de los casos desarrollan cuadro clinico
(Teixeira & Mann 2002; Ali & Nozaki 2007).

Al igual que en G. intestinalis, el ciclo de vida de E. histolytica consta de dos
etapas, una infectiva (quiste) y otra proliferativa (trofozoito). La etapa quistica
tiene de 10 a 15 um de didmetro, esta envuelta por una pared quitinosa y

conforma la etapa infectiva al ser ingerida mediante liquidos o alimentos.
De esta forma llega al intestino donde se desenquista y forma al trofozoito,

guien se reproduce por fision binaria para formar grandes colonias (Sanchez et
al. 1994).
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2.6.3Trichomonas vaginalis

Dentro de la familia Trichomonadidae se encuentra T. vaginalis, un protozoario
flagelado, cosmopolita, el cual genera una enfermedad de transmisién sexual
mejor conocida como tricomoniasis, que causa vaginitis, uretritis y cervicitis (Al
Saeed 2011).

Al menos 174 millones de casos surgen en un afio y la mayoria de éstos son
asintomaticos (10-50%), de tal forma que la cifra puede estar subestimada
(Johnston & Mabey 2008; Salomon et al. 2011); este padecimiento se ha
detectado en personas de entre 15 y 50 afios de edad de todos los grupos
raciales y niveles econémicos (Hernandez-Alvarez 2009), y al igual que la
mayor parte de las enfermedades parasitarias, se observa en mayor proporcion
en zonas con baja calidad de higiene.

T. vaginalis tiene un ciclo de vida de una sola fase de trofozoito que se
reproduce por fisién binaria, mide 10 y 7 um de largo y ancho respectivamente,
posee cuatro flagelos anteriores y otro incorporado a una membrana ondulante

anclada a una zona no contractil (Ali & Nozaki 2007).

2.7 Céancer

El cancer es una enfermedad que genera mucha preocupacién debido a la
severidad de sus efectos en la salud poblacional; la afeccion se da a nivel
genético por lo que se presenta un funcionamiento basico anémalo en las
células del cuerpo. Es causado por cambios en los genes o por errores
inducidos por dafio en el ADN (acido desoxirribonucleico), por exposicion

ambiental a sustancias, radiacion, entre otras.
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Las células comienzan a dividirse de forma anormal de acuerdo a los tipos de

genes que se ven afectados (INC 2016):

1. Proto-oncogenes: estos conducen al crecimiento y divisibn normal de
las células; al ser alterados o mas activos se transforman en genes

carcinogénicos, por lo que las células crecen y no mueren.

2. Genes supresores de tumores: al igual que los anteriores se encargan
de darle control a la divisibn y crecimiento celular; las células con

mutacion en éstos se dividen desmesuradamente.

3. Genes reparadores de ADN: Cuando una célula tiene este tipo de
mutaciones tiende a desarrollar mas mutaciones en otros genes lo cual

puede conllevar al desarrollo de células cancerigenas.

Se han encontrado mas de un centenar de formas de cancer la cuales son
nombradas de acuerdo al érgano o tejido en el que se originan, la clasificacion

de acuerdo a tipo de célula especifica donde se desarrolla es la siguiente:

Carcinoma (células epiteliales)
Sarcoma (hueso y tejidos suaves)
Leucemia (médula 6sea)

Linfoma (linfocitos T o B)

Mieloma multiple (células plasmaticas)
Melanoma (melanocitos)

Tumores cerebrales y de espina dorsal

© N o g s~ w D PE

Otros tumores (de células germinales, neuroenddécrinos y carcinoides)

Mundialmente se registraron 8.2 millones de muertes causadas por cancer
durante el afio 2012 y de esta forma se categoriza entre las enfermedades con
mayor tasa de mortalidad; 71,900 del total ocurrieron en México (OMS 2014).
Ademas de 14 millones de casos nuevos con posible aumento de hasta un
70% en 20 afios.
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El tratamiento que se da a cada tipo de céncer es distinto; ademas del

padecimiento depende del avance y localizacion del mismo; puede incluir un

so6lo procedimiento o la combinacion de varios. Los principales son:

Cirugia

Radiacion

Inmunoterapia

Terapia dirigida

Terapia hormonal
Trasplante de células madre
Medicina de precision

Quimioterapia

Existen gran cantidad de medicamentos que se emplean en la quimioterapia,

entre l0s que se encuentran algunos agentes alquilantes (v. g. Temodar®),

antimetabolitos (v.g. Xeloda®), antraciclinas (v. g. Adriamycina® vy otros

antibiéticos antitumorales (v. g. Mitoxantrona), sin embargo, no son efectivos

para toda clase de cancer ademas de que generan reacciones adversas como

alopecia, nausea, vomito, constipacion, fiebre, mareos, insomnio, entre otras
(INC 2016).
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3  JUSTIFICACION

Si bien es sabido que el océano es una fuente basta de materia prima y
productos, el uso que se les ha dado a éstos se ha visto limitado.
Afortunadamente, durante las Ultimas tres décadas, algunas instituciones de
investigacion han enfocado sus estudios en el aislamiento de compuestos que
producen varios tipos organismos marinos y la caracterizacion de su actividad
biolégica. De esta manera se ha advertido que dichas sustancias cuentan con
propiedades que pueden solucionar algunos problemas de gran importancia en
el area de la salud, entre los que se encuentra la aparicidbn de parasitos

resistentes a los farmacos de eleccion y el cancer.

Cassiopea xamachana es una medusa que en su fase adulta permanece
practicamente sin desplazarse y no posee estructuras duras con las cuales
protegerse, al igual que la anémona B. cavernatum, lo cual las hace
vulnerables; sin embargo, como cnidarios, poseen células que encapsulan
medios quimicos defensivos que han mostrado ser activos en pruebas
bioldgicas. Por otro lado, debido a que los cnidarios no tienen un sistema
inmune con diversificacion de anticuerpos y viven en un ambiente con carga
microbiana muy alta se ha atribuido la homologia defensiva a compuestos

peptidicos enddgenos antimicrobianos (Ovchinnikova et al. 2006)

La relevancia que precede la investigacion a realizar incide en la blusqueda y
aislamiento de nuevas sustancias con actividad biolégica obtenidas a partir de
la inigualable bioquimica de los organismos marinos, entre los que se
encuentra la medusa invertida Cassiopea xamachana y la anémona
Bunodosoma cavernatum; ademas de dar pie a que se continien haciendo
pruebas contra otros microorganismos patdégenos e inclusive encontrando mas
compuestos innovadores, de forma tal, que el campo de los productos

naturales marinos se vaya enriqueciendo de conocimientos y aplicaciones.
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4 HIPOTESIS

La medusa invertida Cassiopea xamachana y la anémona Bunodosoma
cavernatum producen citolisinas, las cuales serdn susceptibles de ser

separadas.

5 OBJETIVOS

5.1 General

Aislar al menos una citolisina a partir de cada una de las especies de estudio
mediante un esquema de separacidon biodirigida con el fin de determinar el

perfil farmacologico de dichas moléculas.

5.2 Particulares

» Colectar e identificar taxonémicamente a los organismos.

» Generar los extractos crudos con solventes polares.

» Determinar el perfil farmacologico de los extractos y fracciones mediante
bioensayos rapidos.

» Realizar el perfil cromatogréfico de los extractos crudos generados.

» Separar los extractos activos mediante un esquema biodirigido, a fin de

caracterizar a los componentes bioactivos.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Recolecta de organismos

Se llevaron a cabo recolectas de especimenes de Cassiopea xamachana en
las lagunas de lixiviacion ubicadas en la Unidad Académica Yucatan, en Sisal,
Yucatan. Debido a que los organismos tratados son ponzofiosos y fragiles se
manipularon cuidadosamente con ayuda de guantes de latex. Las medusas
extraidas se colocaron en un recipiente con agua de mar adicionada con
aproximadamente 1% de MgCl, para disminuir el nivel de estrés y se
trasladaron al Laboratorio de Productos Naturales Marinos (LPNM) de la misma
Unidad. A continuacién, se introdujeron en bolsas con cierre hermético
(alrededor de ocho medusas por bolsa), y asi se transfirieron a un contenedor
con salmuera y metanol, lo cual disminuy6 la temperatura hasta -20 °C y
posteriormente se colocaron a -70 °C en un ultracongelador.

Los especimenes de Bunodosoma cavernatum fueron colectados en zonas
intermareales rocosas de la costa Yucateca (Sisal, Chabihau, Dzilam de
Bravo), mediante el uso de cincel y martillo. Asi mismo, se colocaron en un
contenedor con agua de mar adicionada con 1% de MgCl, y se trasladaron al
LPNM donde se introdujeron en contenedores plasticos los cuales
posteriormente fueron colocados a -70°C.

6.2 Identificacion taxonémica

Para ambas especies se resguardaron tres organismos de diferentes tamafios
y se preservaron en formol al 4% en agua marina. La identificacién taxonémica
se llevé a cabo mediante caracteres morfoldgicos externos y de cnidae con el
apoyo de la M. en C. Laura Celis-Gutiérrez en el caso de las medusas y el Dr.

Ricardo Gonzalez-Mufioz para las anémonas.
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6.3 Obtencion del extracto crudo

En estudios previos con medusas se ha encontrado la presencia de
compuestos bioactivos en zonas del cuerpo diferentes a los nematocistos
(Endean et al. 1993; Nagai et al. 2000); por ello, se procedio a utilizar el cuerpo
completo de los organismos colectados. Se secaron en una liofilizadora
LABCONCO Freezone 2.5 (-54 °C y 0.100 mBar) y mediante un mortero se
trituraron para generar un polvo de particulas finas con el fin de que existiera
una mayor superficie de contacto con el disolvente a la hora de la maceracion.

Aparte, se disecaron los tentaculos de 50 organismos y a continuacion se

secaron y trituraron de la misma forma que a los organismos enteros.
6.3.1 Extraccion

6.3.1.1 Maceracion de C. xamachana

Metandlica

La extraccion se llevd a cabo con metanol (1:10 m/v) durante un dia a 5 °C, se
recupero el sobrenadante y se centrifug6 a 3,864 x g (Centrifuga Universal 320
Hettich Zentrifuger), durante 15 min a temperatura ambiente para eliminar la
mayor cantidad de materia en suspension. Se llevd a cabo una segunda
extraccion bajo las mismas condiciones. En seguida, se unio el sobrenadante
obtenido de ambas extracciones para proceder al secado mediante un
rotaevaporador Buchi (Vaccum controller V-850; Rotavapor R-215; Heating
Bath B-491; Vaccum Pump V-700) y se realiz6 el calculo del rendimiento.

Acuosa

Para llevar a cabo la extraccion acuosa se utilizé una proporcién 1:10 m/v. Se
coloco en maceracion durante 1 h a 5 °C; la suspension generada se centrifugo
a 3,864 x g durante 5 min a temperatura ambiente y el sobrenadante se llevé a
sequedad mediante liofilizacibn bajo las condiciones anteriormente

mencionadas.
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6.3.1.2 Maceracién de B. cavernatum

Para el caso de B. cavernatum Unicamente se llevaron a cabo maceraciones
acuosas de acuerdo a los resultados obtenidos por Alvarez-Bohorquez (2016).
La maceracion se realiz6 considerando 450 mL de agua desionizada inyectable
fria por cada 30 g de pulverizado de anémona. La suspension se colocé en
agitacion durante 1 h y posteriormente se centrifugd a 3,864 x g durante 15 min
con el objetivo de precipitar los residuos de tejidos y Unicamente recuperar el
sobrenadante con los compuestos disueltos.

6.4 Evaluacion de actividad biol6gica de extractos/fracciones obtenidas
a partir de C. xamachana

Debido a que el fraccionamiento de los extractos se llevdo a cabo con un
esquema biodirigido, se realizaron dos bioensayos rapidos de actividad para
elegir la o las fracciones con las cuales se trabajo.

6.4.1 Neurotoxicidad en Ocypode quadrata

Los cangrejos fantasma fueron colectados en las dunas de la playa de Sisal,
Yucatan, se trasladaron al LPNM de la UAS, se mantuvieron en recipientes con

arena y se colocaron separaciones para evitar el estrés.

La evaluacibn de neurotoxicidad en O. quadrata es un método
estandarizado que sirve para caracterizar bioactividad y efectos fisiolégicos que
distintos compuestos neurotoxicos producen en el organismo (Beress & Zwick
1980).

Para realizar el bioensayo de neurotoxicidad, se resuspendieron los
extractos/fracciones en agua desionizada a una concentracion de 10 mg/mL y
se realizaron diluciones seriadas para obtener concentraciones de 10,000,
1000, 100, 10, y 1 pg/mL, las cuales se inyectaron en un volumen de 100 pL en

la membrana artrodial del tercer pereibpodo mediante una jeringa de insulina.
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Enseguida se observaron los diferentes efectos (paralisis, temblor o
muerte) y con un cronémetro se determinaron los tiempos en los que éstos
ocurren; se utilizé6 un extracto activo y solucion salina fisiolégica (SSF) como

controles positivo y negativo respectivamente.

6.4.2 Actividad hemolitica

Se utilizé sangre humana certificada por el Banco de Sangre del Hospital
Agustin O’'Horan (Sistema de Transfusién Estatal, Yucatan). Este ensayo se
realizd con el objetivo de evidenciar la actividad citolitica producida por posibles
citolisinas presentes en los extractos/fracciones (Torres et al. 2001).

Preparaciéon de solucién de eritrocitos: Se tomaron 500 pyL de sangre a los
cuales se afiadieron 5 mL de SSF al 0.9%, se centrifugd a 348 x g durante 5
min, se retird el sobrenadante y se repitié el procedimiento dos veces mas. A
continuacion se midieron 20 yL de eritrocitos y se afiadieron a 1980 pL de SSF.

Preparacion de extractos/fracciones a evaluar: Se prepararon 6
microdiluciones seriadas a 10,000, 1,000, 100, 10, 1 y 0.1 ug/mL en agua
desionizada, a partir de una solucién stock de 10 mg/mL.

Bioensayo: Se colocaron 900 pL de SSF en tubos de eppendorf® de 1.5 mL,
50 uL de solucion de eritrocitos y 50 pyL del extracto/fraccion a evaluar para
cada una de las concentraciones por duplicado. Como control positivo se
utilizaron 950 pL de agua desionizada mientras que para el control negativo se
utilizaron 950 uL de SSF.

Los tubos fueron incubados a 37 °C durante 30 min; al terminar el tiempo de
incubacion se centrifugaron a 223 x g por 4 min y el sobrenadante se ley6 en
una celda de cuarzo para enseguida medir la absorbancia a 415 nm.

Finalmente se calcul6 la actividad hemolitica mediante la siguiente férmula:
AH(%)=[Am/A(100%)-A(0%)]*100

AH (%)= Porcentaje de la actividad hemolitica.
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Am= Absorbancia de la muestra.
A (100%)= Absorbancia del control positivo.

A (0%)= Absorbancia del control negativo.

6.4.3 Letalidad en Artemia salina

Este ensayo revela las propiedades citotoxicas de los compuestos (Meyer
1982; Wah 1993) y se ha demostrado que tiene una equivalencia bastante
cercana a las pruebas antiparasitarias (Mufioz-Rivas 2011), por lo que en el
presente trabajo conformé una de las pruebas rapidas para la eleccion de las

fracciones activas a purificar.

Los nauplios fueron proporcionados por el Laboratorio de Alimento Vivo de la
Unidad Académica Sisal. Para ello, se hidrataron los quistes por una hora en
agua dulce, luego se transfirieron a un recipiente cilindrico conico transparente
de 2 L, se adicion6 1 L de agua de mar y se colocé expuesto a la luz y
aireacion durante 24 h. Una vez eclosionados, los nauplios se cosecharon con
un cernidor con diametro de poro de 100 um para separar los nauplios de los

quistes no eclosionados y se recuperaron los primeros en agua de mar.

Para llevar a cabo el ensayo se usé una microplaca y nauplios de A. salina
(con 24 h post-eclosion). Se colocaron de 15-20 nauplios y 100 pL de agua de
mar por pocillo. Enseguida, se inocularon triplicados de 100 pL del
extracto/fraccion en concentraciones de 10,000, 1,000, 100, 10, 1y 0.1 pg/mL y
se incubaron a 27 °C con una agitacion de 3 x g durante 24 h. Se utilizé
dicromato de potasio y agua de mar como controles positivo y negativo
respectivamente. Después de las 24 h se realiz6 el conteo de los nauplios
muertos y vivos y de acuerdo a estos datos se determind el LCso por Probit
(EPA 2002) que indico la concentracion necesaria para que el compuesto
ejerza efecto en el 50% de la poblacion sometida.

6.4.4 Actividad embriotoxica en pez cebra (Brachydanio rerio)
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Este bioensayo ha sido empleado recientemente en el area biomédica para la
biodireccion de ensayos que tienen como objetivo obtener moléculas
anticancerigenas. Asi, el modelo se uso6 para determinar las dosis letales de los
extractos/fracciones obtenidas, con el fin de indagar a cerca de sus posibles
mecanismos de accion. La evaluacién de las fracciones se realiz6 en una cepa
sin mutaciones ni modificaciones en sus rutas bioquimicas proporcionada por
la Dra. Gabriela Rodriguez del laboratorio de ecotoxicologia de la Facultad de
Quimica de la UNAM en Sisal.

Obtencién de huevos: Se indujo el apareamiento de los peces un dia antes
de llevar a cabo la prueba. Para ello los peces (cinco hembras por cada tres
machos) se colocaron en una pecera de 40 L con agua purificada, a una
temperatura de 28 + 1 °C. Se situé una red a la mitad de la pecera que
mantuvo a los peces separados de los huevos y se colocaron en oscuridad
total. Ademas se empled una tapa para evitar que los peces salgan del
contenedor.

Durante las siguientes dos horas se recuperaron los huevos y se colocaron en
una caja Petri. Enseguida se lavaron con agua purificada y se separaron los
gue se encontraban fertilizados y en buen estado (corion totalmente

transparente y vitelo visible, amarillo y brillante) con una pipeta.

Bioensayo: Se pesaron 5 mg del extracto/fraccidén y se disolvieron en 0.5 mL
de medio agua purificada. A partir de esta solucién se hicieron cinco diluciones
logaritmicas en 2 mL, es decir, se transfirieron 200 yL en 1800 uL de medio. Se

consideraron 16 réplicas por concentracién, como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Conformacion del bioensayo de embriotoxicidad en microplaca. C’s:

Concentracion x de extracto/fraccion x; control positivo (+), control negativo (-).

Controles: Como control negativo se utilizd agua purificada, mientras que el

control positivo empleado fue colchicina (Sigma-Aldrich, 10 mg/mL).

Lectura: Los huevos se monitorearon a las 24, 48 y 72 h en busca de aquellos
gue se encontraban en mal estado (opacos, con hongos, etc.) y se registraron.

Se calcul6 el LCsp.

6.4.5 Actividad antiparasitaria por el método de subcultivos

La actividad antiparasitaria fue determinada por el método de subcultivos de
Hill et al. 1986 modificado por Cedillo-Rivera & Mufioz 1992 que permite
conocer cuantitativamente y de forma reproducible la capacidad de replicacion
de las células. Se trabaj6 con cultivos de Giardia intestinalis IMSS:0696:1,
Trichomonas vaginalis GT3 y Entamoeba histolytica, que se mantuvieron a 37
°C durante 48 h.
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Se colocaron 1.5 mL de medio de cultivo en tubos de centrifuga con
concentraciones de extractos de 50, 20, 10 y 1 ug/mL, se adicionaron 50 pL del
cultivo y se incubaron durante 48 h a 37 °C. Se utilizO metronidazol como
control positivo y para el negativo se llevaron a cabo pruebas sin extracto. Se
procedié a resembrar y cuantificar mediante una camara de Neubauer para

posteriormente calcular el ICso por Probit.

6.5 Evaluacién de actividad bioldgica de extractos/fracciones obtenidas

a partir de B. cavernatum

Debido a que los rendimientos de la fracciéon de 30-10 KDa fueron muy bajos,
se selecciond el bioensayo en el que se encontré6 mayor actividad con menor
cantidad de fraccién, de acuerdo a Alvarez-Bohorquez 2015, para continuar
con la separacion biodirigida. En este caso, se selecciond la evaluacion de
hemodlisis cuyo procedimiento esta especificado en la seccién 6.4.2.

6.6 Purificacion de extractos y fracciones activas

Las fracciones con mayor actividad fueron sometidas al proceso de aislamiento
y purificacion, y en cada fase se hicieron nuevamente evaluaciones en modelos

bioldgicos para corroborar la actividad de los compuestos.

6.6.1 Obtencidén de fracciones por exclusion molecular (ultrafiltracién)

Para el caso de C. xamachana se llevd a cabo el método de exclusion
molecular mediante ultrafiltracion con membranas Amicon con corte molecular
de 100, 30, 10, 5, 3y 1 kDa (Ultracell, Millipore Inc.) con el fin de fraccionar el
extracto crudo por tamafio molecular. La ultrafiltracibn preserva las
propiedades nativas de las proteinas ya que no es necesario emplear reactivos
gue pueden provocar la desnaturalizacion proteica, lo cual es ideal cuando se
esta buscando aislar compuestos de dicha naturaleza (Fuhrmeister & Meuser
2003).
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Este proceso se llevd a cabo en una celda de ultrafiltracion con nitrégeno que
en conjunto con la membrana de corte definido conforman la fuente efectora de

separacion.

Previo al procedimiento, se resuspendié el extracto crudo liofilizado en la
minima cantidad de agua (generalmente 100 mL por cada 20 g de extracto) y
se procedi6 a centrifugar a 3,864 x g durante 20 min, con el fin de precipitar las
particulas en suspensién y Unicamente someter a ultrafiltracién el extracto

disuelto (sobrenadante).

A continuacion se monto el sistema de ultrafiltracién con la membrana de corte
de 100 kDa y de esta manera se gener6 la fraccion >100 kDa y la <100 kDa;
esta Ultima se introdujo en el sistema con la membrana de corte de 30 kDa, con
lo que se generd la fraccion de 100-30 kDa y la <30 kDa. De esta manera se
trabajo con el resto de los cortes moleculares hasta obtener las fracciones 30-
10, 10-5, 5-3, 3-1 y 1 kDa respectivamente.

La fraccion de interés de B. cavernatum (30-10 kDa) se obtuvo empleando el
mismo método con las membranas de 300 (para agilizar el proceso de paso

por la membrana de corte de 30 kDa), 30 y 10 kDa.

6.6.1.1 Determinacidon de proteinas en microensayo por el método de
Bradford

En esta técnica se emplea el colorante Azul de Coomasie G-250 que
normalmente se encuentra en forma catiénica doblemente protonada con una
coloracién rojiza; sin embargo, una vez que se une a una proteina, el complejo
adquiere una forma estable de color azul, la cual es detectada a una longitud
de onda de 595 nm.

Para llevar a cabo el ensayo se hizo una curva estandar con albumina sérica
bovina (BSA) de Bio-Rad para lo cual se extrajeron 50 pyL de soluciones
ajustadas y se mezclaron con 250 pL del colorante en una microplaca de 96
pozos. De esta manera se obtuvieron concentraciones de 0.5, 0.4, 0.3, 0.2, 0.1,
0.05y 0 mg/mL.
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Las muestras se prepararon afiadiendo 50 yL de una solucién ajustada a 0.5
mg/mL y se mezclaron con 250 pL del colorante. Finalmente en el lector de
microplacas fue programado para un ciclo de mezclado, incubacién de 5 min y
lectura a 595 nm. Las concentraciones se calcularon con base en la curva

estandar.

6.6.1.2 Visualizacion del fraccionamiento por tamafio molecular mediante
gel SDS-PAGE

Para corroborar el fraccionamiento de acuerdo al tamafio molecular mediante
ultrafiltracién, se llevdé a cabo electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sodio (SDS en inglés) de acuerdo al método de Laemli (1970). Para
esto se preparé el gel al 15 % (Tabla 3), se afiadieron las muestras (10 pg/uL)
y se corrié a 120 V durante 1.5 h en buffer Tris-glicina. En seguida el gel se
reveld6 mediante tincibn negativa y las masas moleculares se determinaron
mediante la comparacion con un estandar de proteinas de Bio Rad Precision
Plus: 250, 150, 100, 75, 50, 37 y 25 kDa.

Tabla 3. Reactivos para preparacion del gel SDS-PAGE.

Reactivo Cantidad

H20 2.475 mL
Acrilamida-Bis 30% 3 mL

Amortiguador pH 8.8 1.95mL
Persulfato de amonio 75 L
TEMED (N,N,N,N-tetra-metil- 3 uL

etilendiamina)

6.6.2 Extraccién en fase sélida (C18-T)

Para separar los compuestos de acuerdo a la polaridad se utilizaron cartuchos
Strata C18-T (Phenomenex, 1 g/ 6 mL, 150 A). Primero se hizo un lavado de
columna con 5 mL de metanol y enseguida se llevé a cabo el
acondicionamiento con 5 mL de agua; se colocaron 2 mL de extracto y se
procedié a la elucién con 5 mL de las siguientes fases mdviles: agua al 100%,
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agua:acetonitrilo 95:5%, agua:acetonitrilo 90:10%, agua:acetonitrilo 80:20% y
agua:acetonitrilo 50:50%. Las fracciones colectadas se llevaron a sequedad

mediante un rotaevaporador y se calcul6 el rendimiento.

6.6.3 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) en fase
reversa C-18

La CLAR se utilizé para verificar la complejidad de los extractos bioactivos;
para ello se desarrollaron métodos en condiciones a nivel analitico (separacion
a nivel de pyg) para aislar el compuesto bioactivo. El analisis por CLAR del
extracto de la medusa comprendié un tiempo de corrida de 30 min en con una
columna LUNA fase reversa C18 (100 A, 5 um, 250x4.6 mm) y un gradiente de
Agua:TFA al 0.1%/Acetonitrilo 100-40%, utilizando deteccién UV a una longitud
de onda (Ayy) de 215 nm ademas de un detector de luz evaporativa dispersa
(ELSD por sus siglas en inglés).

Para el caso de la anémona, inicialmente se realizaron andlisis de 25 min en
una columna fase reversa Aeris widepore XB-C18 (200 A, 3.6 ym, 150 x 4.60
mm) a un flujo de 1 mL/min de agua (TFA al 0.1%) como disolvente inicial y
luego con un gradiente de 0-40 % de acetonitrilo en 25 min. La deteccion se
realizé en a través de UV Ayy de 215 nm, y en un detector de luz evaporativa
dispersa (ELSD por sus siglas en inglés) con flujo de nitrégeno de 1 mL/min,

temperatura de nebulizacion a 40 °C y evaporacion a 70 °C.

6.6.4 CLAR en gel permeable

Para B. cavernatum, ademas de la separacién por polaridad, las fracciones
activas se analizaron mediante CLAR por gel permeable con la intencion de
separarlas de acuerdo al tamafio molecular. El equipo utilizado durante el
analisis fue un CLAR Waters 1525 mientras que la columna empleada fue una
Yarra SEC-2000 (1-300 kDa, 145 A, 3 um, 300 x 7.8 mm). El tiempo de anlisis
fue de 30 min con un flujo isocratico de 1 mL/min de H,O/ACN 90:10. La

longitud de onda de excitacion fue de 250 nm y la de emisién fue de 395 nm.
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7 CAPITULO 1

CAPITULO 1: Obtencion de péptidos con
potencial antiparasitario a partir de la medusa
Invertida C. xamachana.
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Resultados y discusion

7.1.1 Recolecta e identificacidén del organismo

Se recolectaron 100 medusas de la laguna de lixiviacibn de la Unidad
Académica Sisal (21°09'48”.17 N, 90°02'57”.35 O) (Fig. 15) y se trasladaron al

LPNM para su procesamiento.

Figura 15. a: laguna de lixiviacion de la UAS-UNAM en Sisal, Yucatany b:
medusas del género Cassiopea en su habitat.

Durante los muestreos fue evidente la presencia de compuestos urticantes en
la medusa, tanto por el contacto directo con los brazos del organismo como por
el contacto con la mucosidad que estos organismos expelen al medio con gran

cantidad de nematocistos.

Para determinar taxonémicamente, con asesoria de la M. en C. Laura Celis se
realizaron observaciones in vivo a nivel macroscopico para determinar el

género del organismo colectado.

Diagnosis: Medusa invertida que habita asentada en el sustrato, aunque
posee la capacidad de nadar (Fig. 16a). Su campana tiene 12 cm de diametro
en promedio y esté ligeramente convexa en la regién aboral del disco central
(Fig. 16b).
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En la region oral se observan 4 brazos bifurcados que sobresalen de los
margenes del disco por lo que éste queda totalmente cubierto; estan
branquiados abundantemente, con aperturas orales y varias vesiculas en forma
de cinta de color azul intenso (Fig. 16c¢). A nivel de microscopio Optico es
posible observar una gran densidad de fotosimbiontes del género
Symbiodinium a nivel del endodermo acompafiados de nematocistos como el

euriteles que se observa en la Fig. 17.

Figura 16. Cassiopea xamachana. a: a la izquierda se puede observar una
medusa situada sobre el sedimento; a la derecha, se observa un organismo en

locomocion. b: region aboral y c: zona oral.

Figura 17. Nematocisto disparado y fotosimbionte de C. xamachana.
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De acuerdo a estos caracteres los especimenes se asemejan en alto grado a
C. xamachana Bigelow 1892, sin embargo, un estudio publicado durante el afio
2004 por Holland et al. donde analizan haplotipos del gen COI encuentran
niveles de divergencia despreciables entre C. xamachana y C. andromeda
(Forskal 1775). A pesar de esto, por convencién taxondémica los organismos
distribuidos en el Océano Atlantico se consideran C. xamachana mientras que

los del Pacifico se consideran C. andromeda.

7.1.2 Generacion del extracto crudo

Después de la liofilizacion de las medusas (cuerpo completo) se obtuvieron 252
g de masa liofilizada. Se procedié a realizar extracciones con solventes polares
a partir de 60 gr. En la Tabla 4 se presentan los rendimientos de la estrategia
de extraccion con metanol (CCweon) Y €n la Tabla 5 con agua (CCj,c), asi como
los rendimientos por fraccionamiento mediante ultrafiltracion. Anexo a esto, se
realizd una extraccion acuosa de los brazos orales liofilizados (BO,) de 50
medusas; ésta se fraccion6 al igual que la de cuerpo completo.

Las extracciones metandlicas tuvieron un rendimiento notoriamente menor al
de las acuosas, debido a que en las extracciones organicas las sales tienden a
precipitarse al igual que los compuestos proteicos de alta complejidad.

Tabla 4. Rendimientos de extracciones metandlicas de C. xamachana.

Extracto | Rendimiento
Extraccion (9) (%)
1 9.65 16.09
2 6.60 11.00
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Tabla 5. Pesos y rendimientos de extracciones acuosas Y fracciones obtenidas
mediante ultracentrifugacion a partir de cuerpo completo y brazos orales de C.

xamachana.

Cuerpo completo (CCgac Brazos orales (BOgac

Crudo 32.86 54.76 Crudo 28.57 57.15
>30 0.49 1.51 >30 2.26 7.92
30-10 0.16 0.49 30-10 2.32 8.13
10-3 0.32 1.16 10-3 0.48 1.67
3-1 0.98 2.98 3-1 1.13 3.97
<1 10.05 30.58 <1 4.86 16.99

Como se observa en la tabla anterior, los rendimientos mas altos se obtuvieron

con la maceracién a partir de BOac, y el aumento de recuperacion sobresalio

en las fracciones >30 y 10-3. Las extracciones realizadas con CCac mostraron

un rendimiento dos veces mayor en la fraccion <1, lo cual indica un contenido

del doble de sales en comparacion al de BOac. Debido a estas dos situaciones

aunadas a que en los scyphozoos en fase adulta la mayor cantidad de

nematocistos con la bateria de toxinas defensivas se encuentran en los

tentaculos o brazos orales (Higgins Il et al. 2008) se eligié darle seguimiento

de separacion a las fracciones obtenidas con BOac.

Para corroborar la separacion por exclusibn molecular se procedié a realizar

geles SDS-PAGE para proteinas. El gel que se realiz6 con los extractos crudos

reveld la presencia de bandas cercanas a 250, 150, 100, 75, 37, 27, 15 e

inclusive 10 kDa (Fig. 18), esto evidencia la presencia mayoritaria de proteinas

grandes y la presencia en menor medida de polipéptidos. Las bandas que se

observan entre 50 y 37 son producidas durante el andlisis (se identifican en

algunos de los geles procesados en el equipo utilizado).
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Figura 18. Gel SDS-PAGE (revelado con tincion negativa) de extractos crudos
acuosos de C. xamachana. a) Marcador de peso molecular, b) CCjy¢
concentrado (10 mg/mL), ¢) CC,cdiluido (5 mg/mL), (d, f, h) BO4c concentrado
(10 mg/mL), (e, g, i) BOg4 diluido (5 mg/mL), j) marcador de peso. (<) Indican
bandas presentes en los extractos; () indican peso molecular de bandas en

marcadores.

Ademas se llevd a cabo un gel de las fracciones obtenidas mediante
ultrafiltracién. En la Figura 19 se presenta dicho gel, en el cual se observa
como la variedad de los tamafios en las bandas de altos pesos moleculares
permanecen mayormente en las fracciones de cortes >30 y 30-10, mientras
gue las fracciones mas pequefias conservan bandas mas intensas en pesos
moleculares menores a 10 y 15 kDa, que corresponden aproximadamente a los
tamafios de corte utilizados; asi, fue posible confirmar que la separacion se
realiz6 de manera adecuada. Cabe resaltar la utilidad de separacién por peso
debido a que conlleva concentracién de compuestos que de otra forma serian

practicamente invisibles por PAGE.
En algunas fracciones se revelaron bandas con tamafios mayores o menores al

intervalo de corte, lo cual se explica por el tipo de técnica utilizada para el

fraccionamiento.
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La ultrafiltracidon es un método de corte muy eficiente ya que es posible trabajar
con grandes cantidades de extracto y fraccionarlo de forma rapida en
comparacién con otras técnicas como la columna eluida por gravedad. Sin
embargo, los cortes que se hacen no son del todo precisos ya que la
membrana que se utiliza tiene poros con un diametro fijo; de esta manera, la
eficiencia depende mas que nada de la forma de la molécula (globular o

fibrosa) asi como el angulo en que ésta pase a través de la membrana.

Figura 19. Gel SDS-PAGE (revelado con tincion de comassie G-250) de
extracto y fracciones de BOac. a) e i) Marcador de peso molecular, b) Extracto
crudo c) Fraccion >30, d) Fraccion 30-10, e) Fraccién 10-5, f) Fraccion 5-3 g)
Fraccion 3-1y h) Fraccion <1y. (<) Indican bandas presentes en los extractos;
(&) indican peso molecular de bandas en marcadores.

Se procedio a ensayar el CC,c en A. salina, hemolisis y neurotoxicidad. Como
se observa en la Tabla 6, la mayor cantidad de proteinas se obtuvo en la
fraccion >30 seguida por la de 30 a 10 kDa. Esta ultima fraccién presenté la
mayor actividad contra A. salina (LDsp=16.34 mg/mL), y la actividad hemolitica
mas importante, llegando a lisar hasta el 100% de las células en la
concentracion mas alta; dicho efecto mengud conforme las diluciones seriadas,

pero inclusive la ultima microdilucion mostré actividad del 3.21 %.
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Por otro lado, ninguno de los extractos mostré actividad neurotdxica en O.
guadrata. De acuerdo al tamafio de las fracciones activas, es posible indagar a
cerca de la presencia de actinoporinas y citolisinas de mayor tamafo. No
obstante, la ausencia de actividad en las fracciones mas pequefias pudo haber
sido opacado por baja concentracién de los compuestos activos o bien por que
la medusa no produce neurotoxinas al igual que Aurelia aurita (Rachamim et al.
2015).

Tabla 6. Cantidad de proteinas en extracto de C. xamachana y fracciones de
CC4c Y sus actividades respectivas.

Extracto/ Proteinas A. salina Hemodlisis Neurotoxicidad
Fraccién ClLsg CHso

na= No hubo actividad evidente y/o cuantificable.

A continuacion, se probaron las fracciones de BOac en neurotoxicidad sobre O.
guadrata. Con este ensayo, fue posible observar actividad letal en las
fracciones >30, 30-10 y 10-3, las cuales presentaron sintomatologia similar; sin
embargo, en la ultima los efectos de temblor y expulsién de espuma por la
boca se presentaron inmediatamente después de la inyeccion y finalmente la

muerte (Tabla 7).

Tabla 7. Actividad neurotdxica del extracto y fracciones obtenidas de BOac.

Extracto/ Neurotoxicidad
Fraccién

na'(1.2 min)

na: Sin actividad neurotéxica  na’ Fraccion letal  (min) tiempo de muerte
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Como se observa en la tabla de bioactividad (Tabla 6), los extractos obtenidos
hasta el momento habian mostrado niveles bajos de efecto. En la literatura, se
ha reportado que la actividad de los extractos de C. xamachana se ve
disminuida debido a un efecto antagonista por parte de los fotosimbiontes, por
lo que, se han hecho varios intentos para eliminarlos previo a la extraccién; sin
embargo, ha resultado muy complicado ya que el tamafio de las células es muy
similar (Fig. 20), de forma tal que la separacién por filtracion no resulta
eficiente; asi actualmente sélo se ha logrado empleando citometria de flujo
(Radwan & Burnett 2001).

O
O

Figura 20. Nematocistos no disparados (0) y fotosimbionte (o) de C.

xamachana observados a 100X.

7.1.3 Perfiles cromatograficos de fracciones activas

Dado que la fraccién de 10-3 kDa presentd valores de hemdlisis y el efecto letal
en menor tiempo (0 s), en la prueba de O. quadrata, se procedié a separarla
mediante ultrafiltracion con una membrana de 5 kDa, lo cual originé las
fracciones de 10-5 kDa y de 5-3 kDa, con el objetivo de observar si existia
alguna distincion de efecto neurotoxico y citotoxico; sin embargo, ambos
efectos permanecieron Unicamente en la fraccion de 10-5 kDa y por ello, se
inyectaron en CLAR para observar su complejidad (Fig. 21 y 22). Para esto se
utilizé una columna LUNA de fase reversa C18 con un gradiente de Agua:TFA
al 0.1%/Acetonitrilo 100-40% vy tiempo de corrida de 30 min. Los
cromatogramas realizados mostraron perfiles con patrones muy similares (Figs.
2lay 22a) con presencia de gran cantidad de sales visibles al ELSD (Figs. 21b
y 22Db).
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Figura 21. Cromatograma en fase reversa de la fraccion de 5-3 KDa, obtenida
a partir de la extraccion BOac. Se muestran los perfiles obtenidos con a: Ayy=
215 nmy b: ELSD.

Figura 22. Cromatograma en fase reversa de la fraccion de 10-5 KDa, obtenida
a partir de la extraccion BOac. Se muestran los perfiles obtenidos con a: Ayy=
215 nmy b: ELSD.
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Las dos fracciones resultantes (10-5 y 5-3 kDa) se probaron nuevamente en los
bioensayos de neurotoxicidad y hemolisis. Anexo a esto, se enviaron todas las
fracciones a probar contra G. intestinalis. Como se observa en la Tabla 8, los
resultados obtenidos mostraron que la fraccion 10-5 fue la que mantuvo la
actividad tanto en O. quadrata como en hemodlisis; sin embargo, ninguna de las

fracciones presento actividad antiparasitaria.

Tabla 8. Actividad del extracto crudo y fracciones acuosas obtenidas de BOac.

Extracto/ Neurotoxicidad Hemodlisis Antiparasitaria Embriotoxicidad
Fraccién (0. quadrata) CHso (G. intestinalis) (D. rerio)
Clso

na

na: no activa

T Fraccién letal.

Previamente a la separacion de la fraccion de 10-5 kDa mediante extraccion en
fase solida, se corroboro la actividad hemolitica y neurotéxica, lo cual fue a los
15 dias posteriores a la obtencion de la fraccion, encontrandose que ésta ya no
presentaba actividad. Tomando en cuenta estos resultados, y que la fraccién al
ser secada mediante liofilizacién se dividia en dos fases (probablemente de
acuerdo a sus propiedades quimicas), una de aglomerados amarillos altamente
higroscopicos y otra de polvo fino de un color méas pélido, se decidid hacer la
extraccion en fase solida de cada una de las dos fases. Lo anterior con el
objetivo de obtener fracciones menos complejas y con menor cantidad de sales
para someterlas a la evaluacion biologica, considerando la posibilidad de que al
encontrarse mas concentrados los metabolitos pudieran mostrar de nuevo su
actividad. No obstante, no se presentd ninguna de las actividades en las

fracciones generadas (Tabla 9.).
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Tabla 9. Rendimientos de la separacion por EFS de las fases gruesa y fina de
la fraccion 10-5 de C. xamachana y actividad hemolitica.

Fraccion Rendimiento

Fase H,O/ACN (%) Hemalisis
Gruesa 90:10 3.1 0.64 X
(0.4806 g) 80:20 2.1 0.44 X
50:50 0.9 0.19 X
: 90:10 6.2 0.61 X
(1_(';2? 0 80:20 8.2 0.81 X
50:50 1.1 0.11 X

X: Sin actividad

Los aislamientos de las toxinas presentes en las medusas representan un reto
debido a que estos organismos se encuentran compuestos en hasta un 95% de
agua y grandes cantidades de sales; asi los rendimientos de extraccion son
minusculos. Esto sin considerar la dificultad en la purificacién, ya que los
metabolitos tienden a ser labiles, a agregarse, disociarse y enlazarse con otros
componentes no toxicos del veneno e inclusive a las fases estacionarias
empleadas para purificarlas. Esto implica muchas maneras de
desestabilizacion que se manifiestan como un cambio en la conformacion

nativa de la proteina y por tanto, pérdida de actividad (Othman & Burnett 1990).

Asi el mantener la estructura tridimensional especifica del o los compuestos
activos es muy importante para que estas conserven su funcién. Otros factores
a los cuales se asocia la pérdida de actividad en los compuestos peptidicos y
proteicos son (Beynon & Oliver 2004; Burgess & Murray 2009):

Desnaturalizacion total o parcial del extracto causada por la temperatura
Cambio drastico de pH

Dafo oxidativo

Concentracion

Protedlisis durante el almacenamiento

Pérdida en algun paso de purificacion

N o gk~ w DN R

Presencia de algun detergente
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Si bien es conocido que la obtencion de compuestos protéicos conlleva un
desafio importante por todas las condiciones que interfieren en su aislamiento,
también se sabe de las grandes ventajas que ofrecen como sus mecanismos
de accion especificos con alta potencia (Pisal et al. 2010); por ello el grupo de
trabajo de Torres et al. 2001 confirmd con tres métodos de extraccion que el
mas adecuado es el de maceracion de los brazos orales previamente
liofilizados y triturados, ya que produjeron mayor rendimiento de extraccion
proteica con un menor numero de organismos ademas de mostrar actividades
hemolitica y electrofiosiologica; este método fue utilizado durante esta

investigacion.

De acuerdo a lo anterior, se llevé a cabo una nueva colecta y se procedié a
separar mediante ultrafiltracion. Una vez obtenida, la fraccion de 10-5 kDa fue
sometida a las pruebas de bioactividad; sin embargo, ésta no se observé en
ningun ensayo. Por ello, se realizaron esquemas de extraccion con condiciones
optimizadas, con el objetivo de corroborar que ninguna variable experimental

estaba influyendo en la pérdida de actividad:

» Esquema 1: Extraccion tal cual la metodologia descrita.

» Esquema 2: Se adapto6 tanto la celda de ultrafiltracion como el vial de
colecta con enfriamiento mediante la inmersién en hielo. Debido a que
los resultados de las pruebas de actividad continuaron siendo negativos,
se llevd a cabo una separacion mediante EFS, para corroborar si el
factor limitante de la actividad era la concentracion de sales u otros
compuestos presentes.

» Esquema 3: Se empled el Esquema 2 aunado al uso de menor cantidad
de membranas (100, 10 y 5 kDa), para disminuir el tiempo de los
compuestos en solucion y asi evitar afeccion por microorganismos o
enzimas.

» Esquema 4: Se usaron los Esquemas 2 y 3 ademas del empleo de un
inhibidor de proteasas (Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
Roche®) desde el momento de la maceracion.

» Esquema 5: Nueva colecta en lagunas de la UAS tratada con esquemas
2,3yA4.
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» Esquema 6: Colecta de organismos de una poblacion diferente (Laguna
de Chelém, Yucatan) tratados con esquemas 2, 3y 4.

Como se observa en la Tabla 10 y en la Figura 23, a pesar de que en algunos
casos fue posible registrar valores de hemolisis y que con la separacion por
extraccion en fase solida se incrementaron los valores al doble de lo obtenido
por ultrafiltracion, estos no mostraron la actividad obtenida en la primera
fraccion, donde el valor maximo de hemdlisis fue del 100% en una
concentracion de 10 mg/mL e inclusive fue posible determinar una CHsy de
71.75 mg/mL.

Tabla 10. Extracciones realizadas a partir de C. xamachana con distintos
esquemas y resultados de pruebas de hemdlisis.

Valor
#de g para Caracteristicas maximo
., > . CHsp
extraccion extraccion de extraccion de
hemélisis
Bajo las
mismas
1 100 condiciones 0% nd
que la fraccién
activa
Se
implementaron
2 50 técnicas con 10% nd
hielo o

refrigeracion

EFS de fraccion
2.1 - 10-5 KDa fina 'y 23% nd
gruesa

En frio y menor
cantidad de

3 10 11% nd
membranas
(100,10,5)
4 10 +Inhibidor de 19% nd
proteasas
20 _
5 (Medusas +|nrr(1)|tbe|gg;ge 12% nd
UAS) P
30 _
6 (Medusas +|nrr(1)|tbe|gg;ge 8% nd
Chelém) P
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Figura 23 . Grafica del porcentaje maximo de hemdlisis en cada esquema de

extraccion de C. xamachana

Los esquemas planteados incluyeron mejoras en las condiciones con mayor
probabilidad de influencia en la desnaturalizacion de los compuestos durante el
procedimiento de extraccion y concentracion y por ello los resultados obtenidos
indican que la pérdida de actividad no se debe a un factor experimental; lo que
ocurrio posiblemente fue causado por un factor espacio-temporal o bien, un

factor intrinseco de la especie o poblacion muestreada.

En total, se realizaron 5 muestreos. El segundo corresponde al muestreo a
partir del cual se obtuvo la fraccidén activa; éste se realiz6 en el mes de marzo,
es decir, a principios del inicio de la época de sequias, mientras que el resto se

realizaron en la transicion de lluvias a nortes (Tabla 11).

Tabla 11. Informacién de muestreos de C. xamachana
Muestreo Mes/afio Actividad

UAS X

mar-15 UAS v

ago-15 UAS X

sep-15 UAS X

sep-15 Laguna de X
Chelém
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De esta manera, una explicacién a lo observado en esta investigacion podria
relacionarse a la posibilidad de encontrar variaciones en las toxinas producidas
de a cuerdo a factores espacio-temporales intraespecificos o0
intrapoblacionales, que pueden inducir el inicio o final en la produccion de uno
0 varios compuestos, o bien, variacion en la cantidad en que éstos son
producidos (Kem 1988, Kem et al. 1990; Radwan et al. 2001).

En la especie Cassiopea xamachana se han encontrado poblaciones con la
misma bateria de cnidoma, pero propiedades urticantes distintas, las cuales
muy probablemente sean debidas a variaciones importantes en la composicion
veneno (Radwan et al. 2001). Esto a su vez, habla de la presencia de un efecto
generado por las condiciones del habitat en el que se desarrollan estos
organismos (Jensch & Hofmann 1997). En este proyecto pudo observarse esta
situacién no Unicamente por la diferencia en las actividades, sino a nivel de los

tamafos moleculares proteicos encontrados.

Tabla 12. Relacion de bandas proteicas observadas por SDS-PAGE y actividad
hemolitica en extractos de Cassiopea de diferentes localidades.

Especie Localidad Autor Bandas Tamafnos CHsp
(kDa) (Mg/mL)
C. Las 8 250, 220, 170, 150, 11
xamachana Bahamas 80, 60, 55y 45
C. Qusier, 18 270, 250, 220, 200, 1
andromeda Egipto Radwan et 170, 150, 100, 90,
al. 2001 70, 50, 44, 31, 29,
28,26,25,10y 5
C. Las Radwan & 8 200, 170, 150, 120, 110
xamachana Bahamas Burnet 80, 55, 50y 40
2001
C. Puerto Radwan et 13 200, 70, 67, 60, 50, 123
xamachana Rico al. 2005 47, 37, 28, 27, 22,
18,10y 5
C. Yucatan, Hernandez- 11 200, 150, 100, 80, 71.75
xamachana  México Mufioz et 60, 42, 30, 28, 20,
al. 2016 10y 5

*Se resaltaron las bandas observadas en mas de una extracciéon con diferentes colores; las bandas

observadas en una sola extraccion, se encuentran en color negro.

67



Como se observa en la Tabla 12, en ninguna de las extracciones se presenta el
mismo patrén de bandeo. Sin embargo, existen bandas que pueden ser
observadas frecuentemente; la banda con mayor cantidad de observaciones
corresponde a un peso molecular de 200 kDa; ademds, hay una amplia
variedad de bandas que se observan por una ocasién. La variacién no ocurre
Unicamente en las bandas proteicas, sino también en la actividad hemolitica, la
cual, a diferencia de este trabajo, es adjudicada Unicamente a las proteinas de

pesos moleculares altos en la mayoria de los casos.

Ahora bien, C. andromeda, una especie distribuida en el Océano Pacifico ha
sido determinada como distinta de C. xamachana, propia del Atlantico e indico;
sin embargo, de acuerdo al analisis de haplotipos del gen COI, el nivel de
divergencia entre estos especimenes es despreciable, es decir, genéticamente
son iguales (Holland et al. 2004). Radwan et al. 2001 realizaron extracciones
de C. andromeda, en las cuales se pudieron observar 18 bandas entre los 270
y 5 kDa. De acuerdo a lo anterior, esto habla nuevamente de que existe una
influencia muy importante de las condiciones del medio, ya que en estos
organismos ubicados en otro océano se observa un patrén de bandeo mucho

mas rico.

Otra situacién que se observd con los trabajos de Radwan et al. 2001 y
Radwan & Burnet 2001 en C. xamachana, inclusive siendo las colectas en la
misma localidad durante el mismo afo, fue que es posible obtener resultados

muy distintos.

El contraste de actividad téxica se ha analizado en algunos filos de
invertebrados marinos. A pesar de que en ciertos grupos como los tunicados
han mostrado una tendencia estable en sus niveles de toxicidad, los cnidarios
en conjunto con los briozoos se han caracterizado por presentar niveles de

toxicidad variable acorde al sitio de colecta y la temporada (Marti et al. 2005).
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Se ha reportado previamente un escenario similar en corales, donde Sinularia
maxima y S. polydactyla quienes producen los mismos metabolitos como
medio defensivo (pukalida y 11B-acetoxypukalida), a pesar de tener una
concentracion anual media similar por sitio de muestreo, mostraron una
variacion importante entre los meses que fueron colectadas (Slattery et al.
2001). Por ello, en este trabajo, se sugieren que multiples factores ambientales
influencian los cambios temporales en la concentracion de metabolitos de
dichos invertebrados. Ademas, se detectd un incremento en la produccién de
compuestos defensivos en los lugares con mayor numero de predadores

pontenciales, lo que confirma dicha correlacion.

Asi mismo, Leone et al. (1995) y Fleury et al. (2000) comprobaron cambios
temporales en terpenoides asociados a estrés competitivo y nutricional en
corales. Por otro lado, estudios anexos con variacibn en metabolitos de
invertebrados marinos muestran correlaciones con el periodo reproductivo
(Goerke & Weber 1991; Green et al. 1992; Fielman & Targett 1995).

Van Alstyne & Paul (1992) realizaron la caracterizacion cualitativa de los
compuestos presentes en los extractos crudos de tres secciones corporales
(peddnculo, media y apice) de Gorgonia ventalina colectada en 8 localidades.
Mediante analisis en cromatografia en capa fina observaron que no existio
variacion cualitativa dentro de cada colonia, misma que si se presentod entre las
distintas colonias, lo que indica variacion intraespecifica. La concentracion del
extracto se mantuvo en 13% del peso seco a lo largo del cuerpo, mientras que
en el tallo produce 64% menos.

Las variaciones intraespecificas en la produccion de compuestos peptidicos

han sido estudiadas ampliamente en los moluscos del género Conus, el cual

comprende mas de 700 especies marinas y venenosas.
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Mediante una combinacién de MALDI-MS (Desorcion/ionizacién por laser
asistida por matriz-Espectrometria de masas) y ESI-MS (lonizacion con
Electrospray-Espectrometria de masas) ha sido determinado que la
composicién del veneno por individuo permanece relativamente constante en
Conus striatus, C. catus, C. textile y C. ermineus, no obstante, se encuentran
compuestos diferentes en el analisis animal-animal (Jakubowski et al. 2005;
Rivera-Ortiz et al. 2010).

Los caracteres fenotipicos empleados para la adquisicion de recursos pueden
evolucionar de acuerdo a cambios en la disponibilidad o utilidad de los mismos
(Palkovacs & Post 2008). Muchas explicaciones a la variabilidad en la
composicion del veneno han sido derivadas de los modelos terrestres. En
hormigas, escorpiones y tarantulas, esto se ha visto correlacionado a la
localizacion geografica (Omran & McVean 2000; Escoubas et al. 1998;
Touchard et al. 2015), mientras que en otros organismos como serpientes,
araflas e inclusive moluscos del género Conus, presentan preferencias
alimenticias que cambian con su desarrollo ontogénico, las cuales podrian
estar relacionadas con dicha variabilidad (Saviola et al. 2015; Duda et al.
2009); sin embargo, investigaciones en otras serpientes no apuntan a la
variedad de presas como factor, sino a otras variables intrinsecas como la

eficiencia de predacion.

La diversidad intraespecifica es esencial para la seleccion natural y
diversificacién de venenos. Los factores ambientales y genéticos son aquellos
gue han sido analizados como responsables del cambio en el contenido del
veneno; se ha encontrado que especimenes colectados en la misma area de
muestreo, alimentados con la misma presa y analizando el veneno al mismo
tiempo muestran contenido distinto de toxinas peptidicas distintas en el veneno
(Rivera-Ortiz et al. 2010).

En C. ebraeus, una de las especies con distribucion mas amplia, se ha

encontrado un locus polimorfico que dicta la variabilidad en las conotoxinas
producidas (Duda & Palumbi 2004).
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Al analizar dicho locus en poblaciones de Okinawa, Guam y Hawai (los dos
primeros ubicados en el Pacifico Oeste y el tercer en el Pacifico Centro) se
encontraron diferencias significativas en las frecuencias alélicas de las tres
regiones lo cual aparentemente no se relaciona con el tipo de alimento, ya que
las poblaciones de Okinawa y Guam tienen una dieta muy similar, aun asi hay
diferencia en las frecuencias alélicas (Duda et al. 2009).

Sin embargo, los contrastes en la composicién del veneno no son exclusivos
de poblacién a poblacién o de organismo-organismo. En C. consors se ha
descrito a nivel in vitro como un mismo espécimen puede comenzar a producir
un veneno mucho mas complejo después de algunos meses, dejar de producir
algunos de los componentes o no producir ninguno de ellos (Duterte et al.
2010).

En el caso de medusas, existe evidencia que apoya fuertemente que las
variaciones en el proteoma del veneno de una misma especie también ocurren.
Ademas de las variantes reportadas en C. xamachana, los pacientes con
picadura de Carukia barnesi han presentado gran cantidad de manifestaciones
clinicas, y una razon para la diversidad de sintomas pueden ser las diferencias
intraespecificas en la composicion del veneno (Little & Mulcahy 1998, Little et
al. 2001; Huynh et al. 2003). No obstante, hasta el momento se han hecho
analisis comparando los perfiles de bandeo por SDS-PAGE donde
efectivamente se encuentran que hay disimilitud en la composicién proteica del
veneno diferenciada por el estadio de los especimenes (juveniles y adultos) lo
cual a su vez se correlaciona con el tipo de presa que adquieren (invertebrados

y vertebrados respectivamente) (Underwood & Seymour 2007).

Aun hace falta hacer investigaciones donde la composicion quimica del
veneno, el modo en que éste se ingresa a la presa y las diferentes variables
ambientales asi como el efecto fisioloégico que inducen en el organismo para la
produccion del veneno sean consideradas en estudios multidisciplinarios para
tratar de esclarecer los factores que estan influyendo en cada especie, ya que,
de acuerdo a lo establecido en las ultimos estudios, cada especie se ve regida
por una combinacion de condiciones diferentes a este respecto.
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Por otro lado, teniendo en cuenta que la investigacion quimica de venenos
conlleva realizar una identificacién precisa del organismo, podria ser necesario
corroborar la especie mediante otros métodos como los moleculares, debido a
gue la presencia de una especie gemela o criptica no es descartable, ya que
en el presente trabajo la identificacion de los organismos se realizé con
taxonomia convencional, es decir, mediante los caracteres morfolégicos con
los cuales no es posible determinar si se trata 0 no de una especie criptica
(Knowlton 1993).

Ademas, otra situacion que puede ocurrir es que los compuestos activos no
estén siendo producidos por el invertebrado, sino por microorganismos, hecho
gue también ha sido bien documentado en esponjas, asi como la presencia de
variaciones espacio-temporales en compuestos alcaloidales (Thomas et al.
2010; Sacristan-Soriano et al. 2010). Por ello, también valdria la pena estudiar

el tipo de compuestos que son producidos por los especimenes en asociacion.

7.2 Conclusiones

* La medusa Cassiopea xamachana produce compuestos de entre 10y 5
kDa con actividad hemolitica y letal en O. quadrata.

 Los compuestos presentes en dicha fraccion son labiles. Pierden el
efecto aproximadamente 15 dias después de ser concentrados.

 Existe una variable o conjunto de variables desconocidas que
determinan la produccion de los compuestos que revelaron actividades
en las pruebas de hemdlisis y neurotoxicidad, probablemente se

relacione a dinamicas espacio-temporales.
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8 CAPITULO?2

CAPITULO 2: Aislamiento de compuestos
proteicos hemoliticos obtenidos a partir de B.
cavernatum
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8.1.Resultados y discusion

Se realiz6 una primera extraccion acuosa con 82 g de biomasa liofilizada de B.
cavernatum. Después del proceso de ultrafiltracion resultaron 500 mg (Tabla
13) de la fraccion de 30-10 kDa la cual previamente habia sido reportada como
hemolitica por Alvarez-Bohorquez 2016. Los rendimientos de la fraccion
hemolitica 30-10 fueron de 0.6%, valor de menor magnitud en comparacién con
el rendimiento reportado por el trabajo anteriormente mencionado con un 1% y
una cantidad de proteinas de 979 ug/mL. La fraccién de 30-10 kDa obtenida en
este trabajo contiene 316 ug de proteina/mL.

Tabla 13. Rendimiento y actividad hemolitica de la fraccion 30-10.
Fraccion 30-10

Peso (mg) |% Rendimiento | % Hemodlisis
500 0.61 85

En el trabajo de Malpezzi & Freitas del 1991 con B. caissarum se reporta un
extracto crudo con 420 pgproeina/ML, la técnica empleada para la obtencion de
éste comprendi6 la aplicacién de pulsos eléctricos a los organismos con el fin
de disparar sus nematocistos al medio. Por otro lado, el extracto obtenido por
Malpezzi et al. 1993 de la misma anémona contuvo 170 mg de proteinas y
péptidos (estimacion por analisis de aminoacidos) con lo que se muestra que
existe mucha variabilidad en la cantidad de proteinas de extractos obtenidos.

La fraccion 30-10 fue sometida a CLAR en una columna de fase reversa con el
fin de verificar su complejidad mediante detectores UV y ELSD. El detector
ELSD permitié la observacion de gran cantidad de sales entre 1.6-2.5 min,
mientras que el UV reveld la presencia de compuestos coeluyentes con las
sales, ademas de dos picos entre los minutos 4 y 5 de polaridad alta y otros de
mediana polaridad en el minuto, 9, 10, 14, 15 y 17 (Fig. 24). También fue
posible observar otros dos picos con polaridad mas baja en los minutos 19 y
21.
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Figura 24. Cromatogramas de la fraccion 30-10 de B. cavernatum en fase
reversa. Detector de UV (-) y detector ELSD (-). CLAR Varian 211, Ayy= 215
nm, ELSD Ice 2100; columna Widepore C18. Gradiente de Agua/TFA 0.1%

100-0% en 25 min. Flujo 1 mL/min; 20 yL (10 mg/mL).

A continuacion, se sometié la fraccion 30-10 a EFS y las subfracciones
generadas se evaluaron en hemdlisis a una concentracion de 10 mg/mL. La
actividad quedoé retenida por la fraccion 70:40 con un 83.26% de actividad
(Tabla 14).

Tabla 14. Rendimientos y actividad de las fracciones obtenidas con EFS.

Fraccion | mg | % Rendimiento | % Hemdlisis
95:5 3.5 1.4 9.15
90:10 2.5 1 12.45
80:20 3.4 1.36 12.02
70:30 1.3 0.52 83.26
60:40 0.7 0.28 24.68
50:50 0.7 0.28 7.56

Enseguida se inyectd la fraccién activa en CLAR con una columna Aeris
widepore en fase reversa (C-18), con lo que se observd la presencia de una
sefial mayoritaria entre los minutos 5 y 6 (Fig. 25), que es aproximadamente
donde el gradiente comienza en 40% de acetonitrilo, lo cual indica que es un

compuesto de mediana polaridad.
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Figura 25. Cromatograma de la fraccion 70:30 de B. cavernatum en fase
reversa. CLAR Waters 1525 , Detector de fluorescencia de onda mdltiple
Waters 2475, A exitacion= 250 nm A emisién= 395; columna Widepore C18.
Gradiente de Agua/TFA 0.1%/Acetonitrilo 100-40% en 5 min y 40-0% en 20 min
(). Flujo 1 mL/min; 5 pL (10 mg/mL).

Se procedié a someter la misma fraccion a CLAR en exclusion molecular
(SEC), con la cual se observé un pico mayoritario en en el minuto 13 (Fig. 26).
Se llevaron a cabo tres cortes del mismo, sin embargo, la cantidad recuperada

no fue cuantificable.

Figura 26. Cromatograma de la fraccién 70:30 de B. cavernatum en gel
permeable. CLAR Waters 1525 , Detector de fluorescencia de onda mdltiple
Waters 2475, A exitacisn= 250 M A emisisn= 395; columna Yarra SEC 200. Flujo

isocratico de H,O/ACN, 1 mL/min; 5 yL (10 mg/mL).
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Anexo a esto, las muestras fueron analizadas en un gel SDS-PAGE con la
intencién de visualizar la presencia de los compuestos proteicos y conocer una
aproximacion de sus pesos moleculares. El gel SDS-PAGE reveldé gque la
ultrafiltracién del extracto de B. cavernatum para la obtencién de la fraccion 30-
10 fue efectiva, pues no se evidencid la presencia de bandas de pesos
moleculares grandes (>30 KDa) (Fig. 27). La electroforesis indicé que la
fraccion 60:40 tiene dos bandas mayoritarias en aproximadamente 7 y 11 kDa,
en tanto que la fraccidbn 70:30 se mostr6 conformada por tres bandas de
aproximadamente 6, 11 y 14 kDa. Debido a que la fraccion 70:30 fue la que
arroj6 valores importantes de hemdlisis y cuenta con la banda de
aproximadamente 14 kDa, misma que es observada en la fraccion 30-10 y
ausente en la fraccion inactiva 60:40, es posible considerar la posibilidad de

que ésta posea el compuesto activo.

Figura 27. Gel SDS-PAGE para las fracciones 30-10, 60:40 y 70:30 de B.

cavernatum.
Los pesos moleculares de las bandas mostradas en las diferentes fracciones

se asemejan a los obtenidos en la fraccion denominada Bcg-2 de B. cangicum,

la cual estaba compuesta por moléculas de 8 a 18 kDa (Lagos et al. 2001).
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Estos componentes también presentaron actividad hemolitica con una CHsp de
14 pug/mL en eritrocitos de raton.

8.2.Conclusiones

» La fraccion 30-10 obtenida mediante ultrafiltracion del extracto acusos de B.
cavernatum posee actividad hemolitica.

* La actividad se mantiene en la fraccién 70:30 una vez que la fraccion 30-10
es separada mediante extraccién en fase soélida.

* De acuerdo al gel SDS-PAGE es posible considerar la posibildad de que el

compuesto activo posee un peso de aproximadamente 14 kDa.

8.3.Perspectivas

 Llevar a cabo el aislamiento de los picos potencialmente activos en
columnas semipreparativas con el fin de conseguir suficiente cantidad
del compuesto para llevar a cabo bioensayos.

* Una vez que el compuesto activo haya sido identificado, aislar mayor
cantidad de compuesto para determinar su peso molecular.

» Someter la posible citolisina a otras pruebas biolégicas como el ensayo
antimicrobiano y antiproliferativo en células de cancer para determinar

su potencial farmacoldgico.
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