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RESUMEN

RESUMEN
En los ultimos afios, las toxinas de cnidarios han comenzado a investigarse como una fuente
potencial de nuevos compuestos terapéuticos bioactivos ya que poseen una alta
concentracion de polipéptidos y proteinas que actian como neurotoxinas, hemolisinas y
enzimas, y son responsables de una variedad de respuestas fisiopatoldgicas y efectos directos
sobre el tejido muscular y nervioso. Estas toxinas poseen una diversidad estructural que ha
permitido ejercer actividad farmacol6gica como agente antitumoral, antiviral, antiparasitario,

entre otros.

Debido a lo anterior, la busqueda de moléculas bioactivas en la anémona de mar Anthopleura
texaensis, presente en las costas de Yucatan, es el principal objetivo de este trabajo de
investigacion. Ya que no hay literatura reportada sobre toxinas aisladas de dicha anémona.
Por lo cual representa una posible fuente de moléculas con actividad bioldgica, con el fin de

proveer alternativas a diferentes patologias.

Para ello, se colectaron 50 especimenes de A. texaensis, los cuales fueron liofilizados, llevado
a polvo fino mediante mortero y pistilo, luego mediante maceracién con agua se generé el
extracto crudo. El extracto crudo generado se evalud con el uso de bioensayos para
determinar la posible actividad neurotdxica, antitumoral, antiparasitaria, antimicrobiana,
citotoxica y hemolitica. Los resultados revelaron que el extracto crudo presento toxicidad en
la ontogénia de Brachydanio rerio, actividad hemolitica y actividad neurotdxica en Uca sp.,

donde presento toxicidad causando relajacién, autotomia, paralisis y muerte.

El extracto crudo se sometié separacidén por peso molecular utilizando ultrafiltracién con
membranas de 100, 30, 10, 5, 3y 1 kDa de corte molecular, luego el retentado activo de 5
kDa se volvieron a prefraccionar y desalar por Cromatografia en Fase Solida de fase reversa
para su posterior analisis de las fracciones activas por Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucion en Fase Reversa

10
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION
Desde que comenzé la bioprospeccion marina, los océanos del mundo y su diversa biota
representan un recurso importante, quizas el mayor recurso en la Tierra, para el
descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos. En los ultimos 40 afios se han registrado
importantes avances en el descubrimiento de farmacos marinos en ensayos clinicos para el
cancer.! Aparte de la actividad anticancerigena, estos compuestos han demostrado ser una
fuente abundante de agentes farmacoldgicamente activos para la produccion de compuestos

terapéuticos, enfermedades inflamatorias, microbianas y parasitarias.?

Por lo anterior, los productos naturales marinos han sido una fuente importante en la
busqueda de moléculas con actividad bioldgica, siendo cruciales para el desarrollo de
farmacos innovadores para el tratamiento de diferentes patologias. Algunos ejemplos de
estos farmacos de origen marino se encuentran el Prialt®, péptido natural aislado del veneno
del caracol Conus magus utilizado como potente analgésico.® Yondelis® es un alcaloide
aislado del tunicado marino caribefio Ecteinascidia turbinata, siendo el primer
anticancerigeno aprobado por la Union Europea para el tratamiento de sarcoma y cancer de
ovario.* A finales de enero del 2021, PharmaMar dio a conocer un farmaco denominado
Plitidepsina, principio activo anticancerigeno extraido de Aplidium albicans utilizado contra
el mieloma multiple. Este farmaco ha demostrado en modelos preclinicos ser mas potente
contra el SARS-CoV-2 que el Remdesivir, el antiviral utilizado de primera linea.> Por lo
tanto, los avances cientificos en los ultimos afios han permitido la obtencién de nuevos
farmacos de origen marino que se van posicionando en el mercado y que tienen una variada

aplicacion terapéutica.

Uno de los grupos interesantes que se ha estudiado debido a las sustancias que secretan es el
filo de los Cnidarios, dentro de los que se incluyen a las medusas, los corales y las anémonas.
De la composicion de los extractos de los cnidarios, se han logrado identificar actualmente
alrededor de 250 compuestos (péptidos, proteinas, enzimas e inhibidores de proteinasas) y
sustancias no proteicas (purinas, compuestos de amonio cuaternario, aminas). Las anémonas
son invertebrados marinos que presentan células u organelos especializados conocidos como

cnidocitos, ubicados a lo largo de todo el cuerpo.

11
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INTRODUCCION

Los nematocistos, son cnidocitos empleados en la defensa contra depredadores y en la
captura de presas.® Estan presentes principalmente en los tentaculos de las anémonas y
mediante estimulacion fisica o quimica, liberan una gran cantidad de toxinas, la mayoria de
tipo proteico. Entre los polipéptidos presentes en los nematocistos hay neurotoxinas que
bloguean los canales de sodio (Na*) o potasio (K*), fosfolipasas tipo A2, metaloproteasas,
proteinas formadoras de poros e inhibidores de proteasas, que actllan como neurotoxinas,
cardiotoxinas y citolisinas.” Ademas, estas toxinas poseen una diversidad estructural que ha
permitido ejercer acciones especificas y potentes, mostrando una variedad de actividades
bioldgicas: antitumoral, antiparasitaria, Antimicrobiana, entre otras. Por ejemplo, el farmaco
Dalazatida (anteriormente conocido como ShK-186 y SL5), es un péptido sintético de 37
aminoacidos inhibidor especifico del canal de potasio Kv1.3 dependiente de voltaje y que se
emplea para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, incluida la psoriasis, fue derivado

de la ShK; toxina aislada de la anémona de mar Stichodactyla helianthus.®

Por lo anterior, se ha tenido gran interés en las toxinas de los cnidarios, a pesar de que se han
estudiado a lo largo de estos afios, aun queda mucho que conocer acerca de los componentes
de cada toxina de estos organismos. Esta demostrado que cada especie de anemona produce
toxinas diferentes, por lo tanto, la diversidad es muy amplia. EI género Anthopleura
especificamente, es uno de los mas estudiados y se han identificado y aislado muchas toxinas
con actividad bioldgica, entre las cuales encontramos a las anthopleurinas, toxinas que
interact(an especificamente con el canal de Na* dependiente de voltaje, que en mamiferos
puede causar un potente efecto inotropico positivo (aumento de la fuerza de contraccion

cardiaca), las cuales estan en desarrollo como nuevos estimulantes cardiacos.®

Es por ello, que la anémona Anthopleura texaensis es de interés para el aislamiento e
identificacion de posibles compuestos bioactivos, ya que hasta la fecha se desconocen las
toxinas presentes en los nematocistos de la anémona A. texaensis, especie presente en las
costas de Yucatan. Este proyecto de tesis tiene como objetivo aislar, identificar y evaluar la
actividad biologica de al menos un compuesto bioactivo liberado de los nematocistos
presentes en los tentaculos de la anémona A. texaensis, mediante separacion biodirigida, con

el fin de aislar e identificar un compuesto bioactivo de dicha anémona.

12
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ANTECEDENTES

2 ANTECEDENTES

2.1 Organismos marinos como fuente de moléculas bioactivas
Desde la antiguedad los productos naturales han sido el principal medio para el tratamiento
de enfermedades, que aln juegan un papel importante en la medicina moderna utilizada para
tratar enfermedades humanas. Los productos naturales tienen una variedad de estructuras
Unicas y, por lo tanto, brindan cada vez mas inspiracion a los desarrolladores de farmacos.
Aunque las plantas y bacterias terrestres siempre han sido las principales fuentes de productos
naturales, en los Gltimos 30 afios, los invertebrados marinos, las plantas y las bacterias
también han producido muchos compuestos estructurales novedosos, conocidos como
productos naturales marinos. Mas del 70% de la superficie de nuestro planeta esta cubierta

por océanos.

El entorno marino esta lleno de unas 500,000 especies de animales y plantas de unos 28 filos,
en los que se han estudiado exhaustivamente principalmente nueve tipos de animales y
plantas marinos para aislar productos naturales.!’® Hay fitoplancton (dinoflagelados),
microorganismos (bacterias, hongos), esponjas, algas (verdes, azules, rojas, marrones y
verdes), moluscos (liebres, pepinos de mar), celenterados (corales blandos, gorgonias y
anémonas de mar), y briozoos. Los organismos marinos han estado durante mucho tiempo
en ambientes hostiles como alta salinidad, alta presion e hipoxia, y han sintetizado
compuestos toxicos durante el proceso de evolucion o tienen la capacidad de obtener
compuestos toxicos de otros microorganismos marinos. Estos compuestos toxicos pueden
ayudarlos a evitar que los depredadores los atrapen, dandoles una ventaja sobre sus
competidores y haciéndolos mas faciles de atrapar presas. EI medio marino es un almacén
especial de nuevos productos naturales bioactivos, cuya estructura y caracteristicas quimicas
no suelen poseer los productos naturales terrestres. Estas sustancias bioactivas se pueden
dividir en una variedad de tipos estructurales, incluidos terpenoides, esteroles, alcaloides,
glucésidos, péptidos, polisacaridos, macrolidos, poliéteres y &cidos grasos insaturados. Los
productos naturales marinos tienen efectos bioldgicos en el tratamiento de diversas

enfermedades humanas, despertando gran interés de quimicos, biélogos y farmacélogos.°

El primer esfuerzo serio en el estudio de productos naturales marinos comenzo en 1951 con

el trabajo pionero de Bergman y Feeney que resultd en el aislamiento de espongotimidina y
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espongouridina de la esponja Cryptotethya crypta. Este hallazgo condujo a la sintesis de
arabinosil citosina (Ara-C), un agente anticancerigeno de origen marino utilizado
principalmente para tratar diferentes formas de leucemia. Desde la década de 1950, se ha
demostrado que los organismos marinos son ricas fuentes de metabolitos estructuralmente
nuevos Yy biolégicamente activos, lo que constituye valiosas oportunidades para el
descubrimiento de farmacos, un area de extrema importancia entre la comunidad cientifica.°
11 En los ultimos afios, los investigadores han extraido cada vez mas productos naturales
bioactivos de organismos marinos. Por ejemplo, la Eulotina C es un metabolito secundario
citotdxico del ciliado marino Euplotes crassus, que exhibié efectos citotoxicos obvios en tres
lineas celulares de melanoma humano diferentes (A375, MeWo y 501Mel). La farmacéutica
Lillsunde!? sintetiz6 157 analogos de alcaloides derivados de esponjas marinas, clatrodina y

oroidina, y descubri6 que cuatro de ellos podian inhibir selectivamente el replicén del VHC.

Asimismo se aislo6 la Kealiinina B (Figura 1)*2 de la esponja indonesia Leucetta chagosensis,

cuyos derivados mostraron buenas actividades antivirales y antifingicas.'*

Figura 1 Kealiinina aislada de la esponja Leucetta chagosensis

Por otra parte, la leconotida (Figura 2) fue aislada a partir del molusco marino Conus catus,
es un peptido compuesto por 27 aminoacidos. La leconotida (CVID, AM336, CNSB004) es
una m-conotoxina similar a la ziconotida, que bloquea los canales de calcio sensibles al
voltaje. Es de origen peptidico y tiene un poderoso efecto analgésico, se emplea en pacientes
con severo dolor crénico, con la ventaja de no generar adiccidn o dependencia. La leconotida
se puede administrar por via intravenosa, y tiene una perspectiva de aplicacion mas amplia

en comparacion con la ziconotida (Figura 2) que debe administrarse por via intratecal.!*
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Figura 2 Estructura molecular de (A) Ziconotida y (B) Leconotida, aisladas de Conis

catus.?®

En el afio 1994, Kobayashi obtuvo un analogo bioldgicamente equivalente y estructuralmente
simple, la criptosporina 24 (Figura 3) de la esponja marina Dysidea arenaria. Las
criptosporinas son una familia Unica de macrdlidos, que se consideran uno de los nuevos

farmacos mas prometedores en el tratamiento del cancer.®
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Figura 3 Estructura molecular de Criptosporina 24.
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Otra molécula de gran relevancia es la Trabectedina (Figura 4). Fue el primer farmaco
marino contra el cancer aprobado por la Unién Europea (octubre de 2007). En octubre de
2015, Estados Unidos lo utilizé como farmaco de tratamiento para pacientes con liposarcoma
o0 leiomiosarcoma metastésico que habian recibido un régimen que contenia antraciclina. Se
aislaron una serie de ecteinascidinas del tunicado caribefio Ecteinascidia turbinata y

demostraron actividad antitumoral. Trabectedina (Ecteinascidin-743, ET743, Yondelis®)
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tiene mejor actividad antitumoral que otras ecteinascidinas, por lo que fue seleccionada para

un mayor desarrollo.

HO

Figura 4 Estructura molecular de Trabectedina.'’

Con el desarrollo de las técnicas de colecta de organismos marinos, como el buceo SCUBA
la investigacion de farmacos marinos ha progresado mucho, y muchos de ellos o sus analogos

han ingresado al mercado global de farmacos y ensayos clinicos.

2.2 Cnidarios
El phylum Cnidaria contiene mas de 11,000 especies. Es exclusivamente un grupo acuatico,
principalmente marino, incluye cinco clases principales (Figura 5): Hydrozoa (hidra y
corales de fuego), Scyphozoa (medusas), Cubozoa (medusas de caja), Staurozoa (medusas
con tallo) y Anthozoa (anémonas de mar, corales duros y corales blandos). Basicamente, el
organismo unidad en Cnidaria es el pdlipo, una cavidad gastrovascular sésil, pequefia (de
unos pocos milimetros a menos de dos centimetros) rodeada por tres capas (una endodermis
interna y una ectodermis externa con una matriz intermedia, la mesoglea). La boca del pélipo
esta rodeada de tentaculos, que facilitan la captura de presas'®. Los pdlipos forman diferentes
tipos de colonias en Hydrozoa y Anthozoa. Por el contrario, viven como individuos aislados
las especies Scyphozoa, Cubozoa y Staurozoa. Ademas de la etapa de pdlipo, Hydrozoa,
Scyphozoa, Cubozoa y Staurozoa tienen una etapa de nado libre (medusa), que coexiste con

la etapa de pdlipo.®
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Anthozoa .
E Octocorallia Ja
Hexacorallia _|b

Cnidaria—
Staurozoa |c

Hydrozoa ]d

Scyphozoa e

Cubozoa Jf

Medusozoa
Figura 5 Cladograma simplificado del Phylum Cnidaria.?°

Tanto los organismos pelagicos como los bentonicos que pertenecen a este filo poseen
organulos complejos y especializados (cnidae) hechos de una matriz de aminoacidos
secretada por el aparato de Golgi.?! La estructura de los cnidos (Figura 6) es comin en
Cnidaria: una capsula con paredes de colageno llenas de toxinas con un tabulo en forma de
hilo hueco enrollado. El tabulo se activa después de una estimulacién mecénica. La mayoria
de los tabulos, particularmente en los nematocistos, pueden penetrar la piel e inyectar las
toxinas contenido en la capsula, son el medio por el cual los cnidarios se defienden y obtienen
presas. Los tentaculos o hilos tienen un ensanchamiento en su porcion basal (el eje) y llevan
numerosas y diferentes espinas. La clasificacion de los cnidos se basa en la forma del eje y
el tipo y distribucion de las espinas?. La clasificacion principal incluye nematocistos,
espiroquistos y pticocitos® 22, Los nematocistos tienen dos paredes que rodean la capsula.
Por el contrario, la capsula de los espiroquistes tiene una pared Unica que es muy delgada.
Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa y Staurozoa poseen varios tipos de nematocistos, mientras
gue se han encontrado espirocitos en Zoantharia y los ptocitos parecen ser una caracteristica

de los tubos de Ceriantharia.

El mecanismo de descarga de los nematocistos se activa mediante estimulacién quimica o
fisica. En la mayoria de los organismos, la inyeccion induce parélisis, 1o que facilita la
siguiente captura del organismo. EI mecanismo de captura de presas descrito anteriormente
es basicamente el mismo para todas las etapas de Cnidaria, polipo y medusa.? Sin embargo,
las toxinas de Cnidaria pueden localizarse tanto en los nematocistos como en las células de
las glandulas ectodérmicas, segun la especie. Por ejemplo, la neurotoxina Nv1 de la anémona

de mar Nematostella vectensisse limita a las células de las glandulas ectodérmicas, mientras
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que las toxinas de Anemonia viridis Tipo | se localizan tanto en los nematocistos como en las

células de las glandulas ectodérmicas.?®

CNIDOCTO
CON EL FILAMENTO EVAGINADO

CNIDOCITO
CON EL FILAMENTO S$IN DESCARGAR

Figura 6 Estructura anatomica de un Cnido. Célula caracteristica de phylum Cnidaria.?*

2.3 Productos naturales aislados de Cnidarios
La composicion de los venenos de los cnidarios contiene una variedad de sustancias de
naturaleza proteicas (péptidos, proteinas, enzimas e inhibidores de proteinasa) y no proteicas
(purinas, compuestos de amonio cuaternario, aminas biogénicas y betainas).? Por ejemplo,
la palitoxina es un poliéter de Palythoa y la caissarona es una iminopurina de Bunodosoma

caissarum.®

Este coctel de toxinas varia de una especie a otra, pero consiste predominantemente en

moléculas que actlian como neurotoxinas, citotoxinas e inducen dolor e inflamaciéon.?®
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Tabla 1. Tipos de toxinas aisladas de Cnidarios

Tipo de Toxina Clase en la que se Funcion Masa
encuentra Molecular
(kDa)
Enzimas
Fosfolipasa A2 Anthozoa, Citolitico, Hemolitico, Digestion de 13-45
Cubozoa, presas
Schyphozoa,
Hydrozoa
Metaloproteasas Schyphozoa, Citotoxico, citolitico, dafio tisular 17-130
Cubozoa, Anthozoa local
Toxinas formadoras de poros (citolisinas)
Actinoporinas y Anthozoa, Citolitico, Hemolitico, paro 20
actinoporinas tipo Hydrozoa cardiovascular y respiratorio
proteinas
Toxinas de medusa Cubozoa Hemolitico, cardiotdnico, citolitico, 42-46
miotoxico, inflamacion cutinea
Toxinas relacionadas Hydrozoa, Citolitico, digestion de presas 27-31
con Hidralisinas Anthozoa
Perforinas, complejo Anthozoa Citolitico, hemolitico 60
de ataque a
membrana
Neurotoxinas
Toxinas del canal de Anthozoa Neurotoxico, cardiotoxico, 3-8
Na* (tipo I-111) insecticida
Toxinas del canal de Anthozoa Neurotoxico, Hipotension, 3-4
K™ (tipo I, 1y IV, cardiotoxico, analgésico,
V) antimicrobiano, inmunosupresor,
anti-obesidad
Péptidos Kunitz Anthozoa Paralitico, inhibidor de serine- 6
(tipo Il Ktxs) proteasas
Small Cysteine-Rich Anthozoa Paralitico 4.3-5.8
Proteins (SCRIiPs) y
SCRiPs homélogos
ASIC Inhibitors Anthozoa Analgésico 3
Inhibidores TRPV1 Anthozoa Analgésico 3
Componentes bioactivos no proteicos
Serotonina Hydrozoa, Vasodilatador, dolor agudo -
Anthozoa
Histamina Anthozoa Vasodilatador, dolor agudo -
Bunodosina Anthozoa Analgésico -
Caissarone Anthozoa Antagonista del receptor de -
adenosina
19

&




ANTECEDENTES

De todo el Phylum Cnidaria, la clase mas estudiada es Anthozoa, la Tabla 1?7 enlista las
principales toxinas extraidas de dicha clase, misma clase a la cual pertenece la anémona de

estudio Anthopleura texaensis.

2.3.1 Fosfolipasa A2
La fosfolipasa A2 induce la descomposicion de los glicerofosfolipidos, lo que produce
lisofosfolipidos y 4cidos grasos, como el acido araquidonico 1%8. Los metabolitos derivados
del acido araquidonico (prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos) controlan una variedad
de funciones celulares, incluido el catabolismo de los lipidos de la dieta, el metabolismo de

la membrana celular y las enfermedades inflamatorias®.

La fosfolipasa A2 es comun en mamiferos, pero también en animales venenosos. Se ha
identificado en reptiles (serpientes y lagartijas), ciempiés, insectos (sus cerdas, proboscides
y aguijones), aracnidos (escorpiones, arafias y garrapatas), cnidarios y cefalépodos.®® Las
funciones toxicas de la fosfolipasa 2 en las toxinas de cnidarios incluyen la defensa, la
inmovilizacion y la digestion de las presas.®® La primera fosfolipasa A2 de cnidarios
completamente secuenciada se publico en 2002 para Adamsia carcinoapados y del género
Bunodosoma se reporto la fosfolipasa A2 denominada Proteina cationica C1 de la especie

Bunodosoma caissarum.®!

2.3.2 Metaloproteinasa
Las metaloproteinasas incluyen una gran variedad de enzimas proteinasas, que albergan un
atomo de metal para realizar su actividad catalitica. Se encuentran en el veneno de animales
terrestres, como ciempiés, serpientes y garrapatas®? . Inducen hemorragia y necrosis al
degradar la matriz extracelular y prevenir la formacion de codgulos sanguineos. Estas
funciones se asocian comunmente con varios sintomas después de una picadura (dafio en la
piel, edemas, formacion de ampollas, mionecrosis e inflamacion).3* Parecen ser comunes en

las medusas que inducen picazon, como Stomolophus meleagris®® y Chironex fleckeri®®.

2.3.3 Neurotoxinas
Las neurotoxinas son péptidos de bajo peso molecular que alteran el tejido nervioso. La
neurotoxicidad es causada por el bloqueo de los procesos celulares de las neuronas, como la
comunicacion entre neuronas y la despolarizacion de la membrana por la toxina. El principal

papel ecoldgico de las neurotoxinas es la paralisis y la inmovilizacion de la presa.
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2.3.3.1 Toxinas de canales idnicos dependientes de voltaje
Cualquier familia de canales ionicos generalmente comprende varios subtipos con
caracteristicas fisioldgicas, farmacoldgicas y estructurales particulares.3’ Los canales ionicos
dependientes de voltaje juegan un papel crucial en la excitabilidad de las células y la
transmision neuromuscular de sefiales. Los canales idnicos activados por voltaje activan
poros no selectivos dentro de las membranas por los que los iones pueden pasar utilizando el
gradiente electroquimico a través de la propia membrana.®” Cuando este mecanismo se altera,
la transmision de sefiales a través de las neuronas y los musculos también cambia de manera

critica, lo que puede conducir a ciertos trastornos, incluida la paralisis.

2.3.3.2 Toxinas de canales de Na* dependiente de voltaje
Las toxinas de los canales de sodio activados por voltaje se han aislado desde la década de
1970 en Anthozoa®, y representan la fraccion mas abundante en su extracto. Estas toxinas,
cuya masa molecular oscila entre 3,5y 6,5 kDa, son capaces de unirse especificamente al
sitio receptor y regular su funcionamiento.*® Al controlar la apertura y el cierre del canal de
sodio, las toxinas controlan las sefiales eléctricas que codifican y propagan informacién vital
a largas distancias. La actividad de las toxinas del canal de sodio sugiere que pueden
encontrar aplicacion como bloqueadores del dolor. Por el contrario, Kalima y
colaboradores*, sugirieron que los inhibidores de los canales de sodio extraidos de
Heteractis crispano eran apropiados para aplicaciones farmacoldgicas, pero podrian usarse

para estudiar los mecanismos mas alla del transporte de sodio y para producir insecticidas.

Hay cuatro tipos de estos polipéptidos toxicos de 3,5 a 6,5 kDa y se unen al sitio receptor tres

del canal de Na* durante el procedimiento de despolarizacion.

2.3.3.3 Toxinas de canales de K* dependientes de voltaje
Estas toxinas inhiben la corriente de potasio a través de los canales Kv1. y Kv3. Las toxinas
de los canales de potasio dependientes de voltaje se descubrieron durante la década de 1990.%8
Recientemente, las toxinas que acttan sobre el canal de potasio dependiente de voltaje se han
investigado para el tratamiento de la esclerosis multiple y otras enfermedades autoinmunes.*?
Estas toxinas polipeptidicas de 3 a 5 kDa se pueden agrupar en cuatro clases estructurales:

tipo | con 35 a 37 residuos de aminoécidos y tres puentes disulfuro; Tipo Il con 58-59
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residuos y tres puentes disulfuro; Tipo 11 con 41-42 residuos y tres puentes disulfuro; y Tipo

IV con 28 residuos y dos puentes disulfuro.®

2.3.4 Inhibidores de proteinasa tipo Kunitz
Se han identificado inhibidores de proteinasa tipo Kunitz en varias especies de cnidarios,
pero exclusivamente en antozoos. Sus dominios activos, también conocidos como dominios
Kunitz/BPT]I, son relativamente pequefios, con un peso molecular de alrededor de 6 kDa.
Antes del descubrimiento de las toxinas del canal de potasio Tipo I, se consideraba que los
inhibidores de la proteinasa de la anémona de mar servian como inhibidores de las
proteinasas enddgenas en las propias anémonas de mar y como protectores de las toxinas
inyectadas en presas y depredadores de una rapida degradacion. Sin embargo, la
identificacién de toxinas del canal de potasio con actividad inhibidora de proteinasa sugiere
que el papel ofensivo de los inhibidores de proteinasa de anémona de mar, al paralizar a la
presa, puede ser mas importante que su papel defensivo®®. El péptido 1Q de tipo Kunitz
HMIQ3cl, extraido del veneno de Heteractis magnifica, ha mostrado actividad
neuroprotectora, que puede encontrar aplicacion en el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, como el Alzheimer.* Otro inhibidor de la proteinasa tipo Kunitz que
puede apoyar el tratamiento de la enfermedad de Parkinson es el HCIQ2c1 extraido de
Heteractis crispa. Este estudio muestra por primera vez que los péptidos de Kunitz aumentan
significativamente la viabilidad de las células de neuroblastoma en un modelo in vitro de

neurotoxicidad inducida por 6-hidroxidopamina de la enfermedad de Parkinson.*

2.3.5 Inhibidores del canal TRPA1
El Receptor de Potencial Transitorio Anquirina 1 (TRPAL, por sus siglas en inglés) es un
nociceptor,*® es el principal sensor de estrés mecanico y quimico. Los agonistas de TRPA1
activan las neuronas sensoriales in vivo, lo que provoca dolor agudo, hiperalgesia térmica y
mecanica e inflamacion neurogénica. Otro modulador de TRPAL, denominado Ms 9a-1, se
aislo de Metridium senile y mostré un efecto analgésico.*’ La actividad antibacteriana y la
mejora moderada de TRPAL sugieren que este péptido puede encontrar una gran aplicacion

como analgésico con propiedades antibacterianas.*®
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2.3.6  Moduladores de canales ASIC
Los ASIC son canales idnicos sensibles al &cido y selectivos de sodio en el sistema nervioso
periférico, particularmente activados durante la inflamacion y la isquemia. Los péptidos -
AnmTX Ugr 9a-1 del veneno de la anémona de mar Urticina grebelnyi®® y PhcrTx1 de
Phymanthus crucifer™ se dirigen a los canales ASIC. Ademas, también se han identificado
Hcr 1b-1, Her 1b-2, Her 1b-3 y Her 1b-4 de la anémona de mar Heteractis crispa y han
mostrado actividad neurotdxica al inhibir los canales ASIC. En particular, Hcr 1b-1 es un
inhibidor especifico de ASIC3 y Hcr 1b-2 puede inhibir los canales ASICla y ASIC3; los

otros son especificos para el canal ASIC1a.>!

2.3.7 Beta defensina como Inhibidores de Alfa-Amilasa
Entre los animales, los inhibidores de amilasa se han identificado solo en las anémonas de
mar, que se encuentran entre los filos mas antiguos que aparecieron en la Tierra.!® La
heliantamida, un potente inhibidor de la a-amilasa pancreatica humana es producida por la
anémona del mar Caribe Stichodactyla helianthus , es el primer representante de un nuevo
grupo de inhibidores de la amilasa que se aisl6 en 2016,% mientras que la magnicamida es el
segundo representante de dichos inhibidores. Ambos péptidos parecen ser compuestos
prometedores para controlar la obesidad y la diabetes tipo.>® La relevancia bioldgica de la
presencia de inhibidores de la a-amilasa en las toxinas de Cnidarios sigue sin explicarse en
gran medida. Se plantea la hipotesis de que la inhibicién de la actividad de la a-amilasa
interviene en el metabolismo de los hidratos de carbono, una fuente importante de energia

para muchos organismos.>?

2.3.8 Citolisinas
Otro grupo de toxinas producidas ampliamente por los cnidarios, son las citolisinas (Tabla
2) que inducen necrosis, apoptosis e impide el crecimiento celular. La funcion ecoldgica de
las citotoxinas es ayudar en la captura efectiva de presas y la defensa contra depredadores y
competidores.>* Segln su estructura primaria y sus propiedades funcionales, las citolisinas
se han clasificado en cuatro grupos de polipéptidos. El tipo | consta de péptidos de 5 a 8 kDa
que forman poros en las membranas que contienen fosfatidilcolina y tienen actividad
antihistaminica. El tipo Il, las toxinas mas numerosas dentro de las citolisinas se han

estudiado extensamente y comprenden proteinas de 20 kDa, que son inhibidas por la
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esfingomielina. Estas citolisinas tipo 1l también se denominan actinoporinas debido a su
capacidad para unirse a los dominios de fosfolipidos de la membrana del organismo huésped,
oligomerizando y formando poros selectivos de cationes. Las toxinas tipo Il tienen 30-40
kDa y estan formadas por citolisinas con o sin actividad, estando representadas hasta la fecha
Gnicamente por las proteinas citoliticas del género Urticina. Las toxinas de tipo IV son
citolisinas activadas por tiol con 80 kDa. Metridium senile produce metridiolisina que es

hasta ahora el (inico representante de este grupo de toxinas.*

Tabla 2. Clasificacion de los diferentes tipos de citolisinas de acuerdo con su tamafio

molecular
Grupo Masa molecular (kDa) Actividad
I 5-8 Formacion de poro; antihistaminica
I 20 Formacion de poro
I ~30-45 Actividad de PLA; Formacion de poro
v 80 Formacion de poro

2.3.8.1 Toxinas formadoras de poros.
Son proteinas que rompen las membranas bioldgicas por lesién o formacién de poros. La
permeabilidad de la membrana plasmética de las células diana se altera, provocando la

muerte celular.®®

2.3.8.2 Actinoporinas
Las proteinas formadoras de poros de la anémona de mar se denominan colectivamente

actinoporinas, una subclase de toxinas formadoras de poros, un tipo de citolisina.*®

2.3.8.3 Complejo de ataque de membrana/perforinas (MACPF)
Las perforinas son proteinas formadoras de poros citoliticas que se unen a las membranas
celulares y se oligomerizan para formar poros de hasta 20 nm de tamafio en la celula, lo que
lleva a la citolisis.>® EI complejo de ataque a la membrana del sistema del complemento y la
perforina producida por las células T y las células asesinas forman poros de hasta 20 nm en
la membrana diana, lo que conduce a la lisis y muerte celular. A este grupo de citolisinas
pertenecen PSTX-60A y PsTX-60B de Phyllodiscus semoni y AvTX-60A de Actineria

villosa , anémonas de mar japonesas.®’
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2.3.8 Toxinas no péptidicas
Se ha informado que Heteractis crispa produce palitoxina (FIGURA 7A), un poliéter, que
es un vasoconstrictor y una de las toxinas no proteica mas venenosas conocidas hasta la fecha.
La bunodosina 391 es un aminoacido acilado descubierto a partir de Bunodosoma cangicum
(FIGURA 7B). Se ha reportado que actua sobre los receptores de serotoninay tiene actividad
analgésica. La caissarona (3,9-dimetil-6-metilimino-8-oxo0-3,6,8,9-tetrahidropurina) es una
iminopurina de Bunodosoma caissarum, que es el primer compuesto marino informado como
antagonista del receptor de adenosina (FIGURA 7C). Se ha reportado que la caissarona
aumenta la motilidad en preparaciones aisladas de intestino de mamiferos. Se extrajo 1,2-

iminometil-3-metil-6-aminometil-9H-purina de Cylista troglodytes (FIGURA 7D).

o L/ (C) Caissarona

TR (B) Bunodosina 391
(D) 1,2-iminometil-3-metil-6-aminometil-9H-purina

Figura 7 Estructura de toxinas no peptidicas aisladas de Cnidarios. (A) Estructura Palitoxina

producida por Heteractis crispa (B) Estructura Bunodosina 391 aislada de Bunodosoma
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cangicum (C) Estructura Caissarona presente en Bunodosoma caissarum (D) estructura de

1,2-ininometil-3-metil-6-aminometil-9H-purina aislada de Cylista troglodytes. >

2.4 Anémonas
Las anémonas de mar son animales marinos invertebrados pertenecientes al Phylum Cnidaria
(orden Actiniaria, Clase Anthozoa) que suelen estar adheridos a rocas o sustratos adecuados.
En su mayoria son animales sésiles, pero si es necesario pueden moverse distancias cortas
deslizandose por el lecho marino. Estan presentes desde las regiones tropicales hasta las
polares y ocupan la zona intermareal de todos los océanos y se encuentran hasta
profundidades de mas de 10.000 m.*® Las anémonas de mar tienen un papel importante en el
ecosistema marino. Son animales depredadores que se alimentan de organismos de vida libre
como crustaceos, moluscos y peces.*® En su mayoria, son animales solitarios, pero también
se sabe que algunos muestran simbiosis, especialmente en el ecosistema de los arrecifes de
coral, donde ofrecen refugio y proteccion a otros animales del arrecife y, a cambio, reciben

restos de comida y desechos metabdlicos de los peces como fuente de nitrégeno.

2.4.1 Estructura anatémica
La forma tipica de las anémonas (Figura 8) es cilindrica, cuya base, o parte inferior, es el
disco pedal, del que se vale para adherirse superficies rocosas principalmente, cuentan con
una sola boca o también conocido como disco oral, rodeado de tentaculos, con los que el
animal pica, aturde o captura a su presa, para ser arrastrada a la boca y de alli a la Gnica
cavidad del cuerpo en forma de saco. El disco oral se encuentra conformada por tentaculos
que rodean la boca de la cavidad gastrica. Cada tentaculo esta armado con células urticantes,
cnidocitos, que contienen nematocistos, espirocistos y pticocistos. Los nematocistos
consisten en pequefias capsulas que contienen un hilo liso o de puas enrollado en su interior.
Utilizadas para la defensa y captura de presas, estas células urticantes también se pueden
encontrar en otras partes del cuerpo. Las toxinas liberadas cuando se disparan los “arpones”
pueden ser lo suficientemente potentes como para causar una picadura grave. Ademas, estos
cnidocitos pueden hallarse en estructuras como la acontia (delgados hilos en los extremos de
los mesenterios bajo los filamentos) y el acrorrhagi (crecimientos marginales en la pared del

cuerpo de algunos géneros de Actiniaria).5*
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La pared de su cuerpo esta formada por dos capas celulares, una epidermis externa y una
gastrodermis interna, con la presencia de una mesoglea que las divide. La presencia de células

musculares se encuentra de manera predominante en las células de la gastrodermis.*

_-Tenticulo

Gastrodermis~__

. Boca

Gimnda — £ —Epidermis

Disco pedal - —Mesoglea

Figura 8 Estructura anatomica representativa de las anémonas.?’

2.4.2 Nematocistos

Las células urticantes (cnidocitos) son distintivas de los animales marinos venenosos del filo
Cnidaria. Contienen organulos microscopicos (cnidae) que se descargan de forma explosiva,
inyectando una mezcla de compuestos en presas o depredadores. Al entrar en contacto con
la piel humana u otra superficie (p. ej., presa y depredador), los cnidos o nematocistos
penetrantes evierten tubulos en forma de arpon cargados de espinas que actlan como
dispositivos hipodérmicos para inyectar veneno (porinas proteicas, péptidos neurotoxicos y
lipidos bioactivos).®*

Los cnidocitos son células punzantes que disparan dardos para el ataque y la defensa.®?

Funcionalmente, el disparo esta regulado porque los cnidocitos son costosos, su costo no solo
se deriva de su estructura compleja sino del hecho de que son dardos de un solo uso.®®
Trabajando como una pistola de arpén desechable, cada vez que se dispara un cnidocito, se
debe reemplazar toda la célula; por lo tanto, no solo el arp6n sino toda la pistola. Un elenco
complejo de células de apoyo, incluidos los cilios y los quimiorreceptores, detectan estimulos

quimicos o fisicos para regular la activacion de los cnidocitos 3
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Los nematocistos son armas celulares complejas con formas y funciones altamente
especializadas que representan una caracteristica taxonémicamente restringida del phylum
Cnidaria. Los nematocistos son organulos intracelulares derivados del aparato de Golgi®?
compuestos por hilos venenosos encerrados dentro de una capsula presurizada. Algunos tipos
de nematocistos estan asociados con las toxinas. Los nematocistos son el medio por el cual
los cnidarios se protegen y capturan a sus presas, pero también son usados para la

locomocion.?

Los nematocistos contienen toxinas y cuando se activan al entrar en contacto de con un
estimulo quimico o mecanico,® la célula se descarga explosivamente, expulsando un tipo de
estructuras microscopicas similares a arpones (cnida) que penetran la capa superficial de la

victima y liberan una mezcla de sustancias altamente toxicas.®*

Debido a su papel en la depredacion, se localizan principalmente en los tentaculos, lo que
permite a los animales de este filo una eficiente captura de presas, aunque carecen de un

sistema nervioso central sofisticado.®?

Toxinas eyectadas ~__

Tabulo
(evertido)

Cnidocisto
Nucleo celular

Nematocisto

Figura 9 Diagrama de un cnidocisto eyectando un nematocisto.®®
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2.4.3 Anthopleura texaensis

2.4.3.1 Clasificacion taxonomica
Phylum: Cnidaria
Clase: Anthozoa
Orden: Actiniaria
Género: Anthopleura
Especie: Anthopleura texaensis
(Carlgren & Hedgepeth, 1952).6

La clase Anthozoa incluye a los corales azules, corales negros, gorgonias, anémonas, plumas
de mar, etc., clasificados en 10 6rdenes y mas de 7,500 especies validas. Entre los 512
géneros diferentes de anémonas de mar conocidos, Anthopleura estéd representado por al

menos 50 especies.®’

2.4.3.2 Distribucion geografica
A. texaensis habita aguas poco profundas, se adhiere a rocas. Su distribucion comprende el
Océano Atlantico Oeste desde las costas de Texas hasta las costas de Florida (Figura 10)

ademas del Mar Caribe, Golfo de México, Islas Carolina, Micronesia.®®

En México la distribucién de la anémona, se ha reportado en las zonas de la Peninsula de
Yucatan (banco de Campeche, arrecifes de Yucatan), en el Golfo de México (arrecifes de
Veracruz) y en el Mar Caribe (Isla Mujeres, Punta Cancun, Puerto Morelos, Cozumel,
Akumal, Tulum, Majahual, Xcalak).®®
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Ciudad de
Guatemala

El Salvador

Belice

Guatemala

Honduras

Tegucigalpa
Nicaragua
Managua

Costa Rica

imigenes € 2073 Terraetsca. Datos dei meps © 2023 Google. INEGH

Figura 10 Distribucion geografica de la anémona A. texaensis, que comprende el Golfo de

México."”®

2.4.3.3 Moléculas activas presentes en el género Anthopleura

Se han aislado, caracterizado y determinado la presencia de moléculas activas a partir del

género Anthopleura. En la Tabla 3 se enlista a manera de resumen las toxinas aisladas y

reportadas de 4 anémonas pertenecientes al género Anthopleura, como lo son: A. asiatica, A.

elegantissima, A. fuscoviridis, A. xanthogrammica.

Tabla 3. Toxinas identificadas en anémonas del género Anthopleura, incluyendo su masa

moléculas (kDa)

Especie

Compuesto

Masa

molecular
(kDa)

Actividad bioldgica

Anthopleura

asiatica

Bandoporina

20

Actividad hemolitica

Anthopleura

elegantissima

Anthopleurina-C

N/A

Cardiotoxica en ratas, toxina
de canal de sodio Tipo |

APE 1-1, 1-2, 2-1,
2-2,3,4y5-3

Genera paralisis en cangrejos,

toxina de canal de sodio Tipo |

©®
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APET x2 4.6 Inhibidor de ASIC3 (actla en
la parte externa del canal)
Antopleura AFT-l1y AFT-II N/A Toxina de canal de sodio tipo |
fuscoviridis
Anthopleura | Anthopleurina-A'y N/A Cardiotoxico en ratas, toxina
xanthogrammica | Anthopleurina-B del canal de potasio tipo |
Toxina PCR 1-2, N/A Toxina de canal de sodio Tipo
2-1, 2-5, 2-10, 3-6, I
3-7,3-3,4
AXPI-1'y AXPI-1I N/A Inhibidor tipo Kunitz
Anthopleura Hk2a, Hk7a, ~5 Toxina del canal de sodio tipo
spp. Hk8a, Hk16a I

La anemona A. asiatica; es una especie comun en las costas japonesas del Océano Pacifico
y el Mar de Japon, que van desde las latitudes medias del sur de Honshu hasta Kyushu, De
la cual se ha caracterizado la toxina proteica hemolitica denominada Bandaporina. La
bandaporina mostré potente actividad hemolitica y toxicidad letal en Cangrejos de rio,

logrando asi la identificacion de un nuevo miembro de las toxinas de tipo actinoporina. ™

Por otro lado, la anémona A. elegantissima ha sido una fuente importante de aislamiento de
toxinas. Un ejemplo de ello es la denominada Anthopleurina C, aislada e identificada por

Norton et al., sin embargo, aln se desconoce el mecanismo de accion exacto.’?

Por otro lado, Bruhn et al. aisl6 y caracterizo 5 polipéptidos neurotdxico y cardiotoxicos de
A. elegantissima, a partir del extracto acuoso metanolico. La purificacion se realizé mediante
dialisis y cromatografia de intercambio anidénico. La purificacion final se logré mediante
HPLC, identificando asi 5 toxinas APE 1.1, APE 1.,, APE 2.1, APE 22 y APE 53. Todas las
isotoxinas mostraron paralisis en cangrejo, a su vez producen un efecto inotrépico positivo

en el masculo cardiaco de los mamiferos.”

De la misma anémona A. elegantissima, Diochot et al. aislaron una nueva toxina (APETX2)
que inhibe canales homomonomeéricos ASIC3 y los canales heteromonoméricos en cultivos

primarios de neuronas sensoriales de rata.”
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A su vez, de la anemona A. fuscoviridis, endémica de las costas de Japdn, Satoshi et al.
secuenciaron dos polipéptidos de 47 y 48 residuos de aminoacidos respectivamente: AFT-I
y AFT-1l, que demostraron actividad cardiotdxica y neurotdxica en cangrejo de rio. Las
secuencias tienen una alta homologia con las de las toxinas | y Il de A. sulcata y la

antopleurina-A y -B de A. xanthogrammica.”

De la anémona A. xanthogrammica, se aislaron dos polipéptidos cardioestimulantes
denominados Antopleurina A y Antopleurina B que mostraron un poderoso efecto inotrépico
positivo sin efecto cronotodpico. Estudios farmacolégicos posteriores indicaron que el sistema
adrenérgico no estaba involucrado en el mecanismo de accion, la Na+, K+-ATPasa no se
inhibia y los extractos no afectaban al tejido vascular. Estos polipéptidos no solo son
herramientas Utiles para el estudio de los canales de sodio activados por voltaje, sino que en
los mamiferos esta interaccion puede causar un potente efecto inotrépico positivo (aumento
de la fuerza de la contraccion cardiaca), lo que hace que algunas de estas toxinas sean
compuestos potencialmente Utiles en el desarrollo de nuevos estimulantes cardiacos. Por lo
cual existe un interés en continuar analizando las antopleurinas como compuestos principales

en el disefio de nuevos estimulantes cardiacos.®

Posteriormente en el afio 1998 se identificaron y caracterizaron seis nuevas toxinas de A.
xanthogrammica. De aproximadamente 47 residuos de aminoacidos, dichas toxinas
interactdan con el canal de sodio con una afinidad ain mayor, mejorando la absorcién de

sodio.’®

Otro tipo de toxina aislada de A. xanthogrammica fueron dos inhibidores de proteasas (AXPI-
I y AXPI-II), aisladas y secuenciadas en el afio 1997 por Minagawa et al., con actividad
potente contra tripsina e inhibicidn de otras serin-proteasas. Ambos polipéptidos comprenden

58 residuos. Ambos inhibidores pertenecen a la familia tipo Kunitz.”’

Por altimo, se caracterizaron cuatro neurotoxinas de Anthopleura spp., denominadas Hk?2a,
Hk7a, Hk8a y Hk16a, las cuatro neurotoxinas estdn compuestas por 47 aminoacidos.

Demostraron fuerte actividad estimulante de las contracciones cardiacas.
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Por todo la anterior las anémonas pertenecientes al género Anthopleura son un blanco clave
para el anélisis y determinacion de nuevas toxinas para posibles para enfermedades cardiaca

o relacionada con el sistema nervioso central.

2.5 Separacion biodirigida
Los productos naturales bioactivos tienen una enorme importancia econémica como
especialidades quimicas. Pueden utilizarse como farmacos, herramientas bioldgicas o
farmacologicas, productos béasicos (materias primas para la produccion de farmacos),

excipientes y nutracéuticos.

La naturaleza solo utiliza unos pocos componentes basicos para sus rutas biosintéticas, pero
la gran diversidad de los productos finales resulta de varias enzimas “decoradoras” que se
encuentran en cada especie, que inducen nuevas funciones. Que no son productos de desecho,
sino metabolitos secundarios especializados involucrados en la relacion del organismo con
el medio ambiente, por ejemplo, como atrayentes de polinizadores, sefializadores, sustancias

defensivas contra depredadores y parasitos, o resistencia contra plagas y enfermedades.

Una de las metodologias exitosas para la investigacion de los productos naturales como
fuente de nuevas moléculas con actividad terapéutica, incluye la deteccion de actividad
farmacolodgica de las preparaciones del extracto de los productos naturales, seguida de un
fraccionamiento guiado por bioensayos. Lo que conduce al aislamiento de los constituyentes
activos puros del producto natural. Idealmente, esta metodologia implica la prueba in vivo
del farmaco tradicional para determinar la actividad farmacoldgica reivindicada. Después de
la confirmacion experimental de esta actividad, se desarrolla un método como el uso de
bioensayos, que luego puede usarse para monitorear la actividad durante la purificacién de
los componentes activos, presentes en los productos naturales. Una vez que estas sustancias
activas han sido identificadas, se puede desarrollar la estandarizacion de una preparacion, o
pueden iniciarse estudios de relacion estructura-actividad mediante la sintesis parcial o total

de las sustancias activas.’®

El objetivo es el aislamiento dirigido de nuevos productos bioactivos, es decir, sustancias con
nuevas estructuras y nuevos mecanismos de accion. Se deben superar varios obstaculos para
el descubrimiento de farmacos. Cuando se ha identificado un extracto activo, el primer

obstaculo que se debe tomar es la dereplicacion (la identificacion rapida de compuestos
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conocidos de una mezcla parcialmente purificada y la identificacion de una estructura
desconocida suficiente para priorizar o realizar un aislamiento). Esto puede significar una
identificacion completa de un producto natural después de una purificacion o una

identificacién parcial al nivel de una familia de compuestos conocidos.

Utilizando técnicas “tandem”, la separacion se lleva a cabo con los componentes analizados
“en linea” por uno o mas métodos espectroscopicos. El segundo obstaculo es la purificacion
del nuevo compuesto por métodos cromatograficos, el tercer obstaculo es la determinacion
de la estructura por métodos espectroscdpicos, y cuando se ha establecido la nueva estructura,
el cuarto obstéaculo es la ampliacion de la produccidn. El quinto y Gltimo obstaculo es la fase
de quimica farmacéutica y cuando se ha caracterizado un compuesto principal optimizado,

puede comenzar el proceso de desarrollo del farmaco.

La deteccidn de alto rendimiento utiliza bioensayos especificos de un solo objetivo (pruebas
en enzimas aisladas o en la union del receptor) o bioensayos funcionales de maultiples
objetivos (ensayos en animales completos, organos aislados o células intactas). Los
bioensayos se pueden miniaturizar en placas de micropozos de alta densidad (p. ej., placas

de 1536 pocillos) a escala de microlitros.?”"98

2.5.1 Bioprospeccion
La bioprospeccion se define como una busqueda sistematica y organizada de productos Utiles
derivados de biorecursos, incluidas plantas, microorganismos, animales, etc., que pueden

desarrollarse aln mas para la comercializacion y los beneficios generales de la sociedad.

La bioprospeccion ha llevado a un mayor interés en aplicaciones potenciales para organismos
marinos y sus subproductos, para la basqueda de nuevos compuestos farmacéuticos para el
tratamiento de enfermedades.®! La bioprospeccion de nuevos productos naturales marinos ya
ha producido varios miles de moléculas novedosas. Ademas, dado que la biodiversidad del
océano es mayor que la registrada en tierra, se espera que el descubrimiento de moléculas
bioactivas aumente en los proximos afios, proporcionando terapias nuevas y mejoradas para
enfermedades humanas, junto con otros productos innovadores para otras actividades

industriales (por ejemplo, nutracéuticos y biotecnologia). 8
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2.6 Bioensayos
Los ensayos biologicos son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el efecto
de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de evaluacion bajo condiciones
experimentales especificas y controladas. Estos efectos puedes ser tanto de inhibicion como
de magnificacion, evaluados por la reaccién de los organismos. Los efectos pueden
manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras subcelulares o sistemas de enzimas, hasta

organismos completos, poblaciones o comunidades.

Existen algunos requisitos generales para los bioensayos para extractos de productos
naturales: validez, falta de ambigliedad, precision, reproducibilidad, simplicidad y un costo
razonable. Algunas consideraciones especiales incluyen una alta selectividad (para limitar el
numero de derivaciones para la evaluacion de seguimiento), una alta sensibilidad (para
detectar bajas concentraciones de compuestos activos) y una alta especificidad (para ser
insensible a una amplia variedad de compuestos inactivos) (eliminacion de falsos positivos).
La metodologia también debe ser adaptable a materiales muy coloreados, alquitranados, poco

solubles en agua y quimicamente complejos.”

2.7 Meétodos para la determinacion de toxinas
Para estudiar y caracterizar la actividad de una toxina, primeramente, se debe aislar y
purificar. La purificacion debe ser monitoreada mediante bioensayos de la actividad que se
desea estudiar.

Los extractos de algunos animales, como los escorpiones, las arafias y anémonas, por lo
general se obtienen en pequefias cantidades, igual que las toxinas una vez purificadas. Por
ello se requiere de un método de cuantificacion que permita la preservacion del material de

estudio.

2.7.1 Purificacién de las toxinas

2.7.1.1 Preparacioén de la muestra
Este es el aspecto mas critico en el proceso de purificacion de las toxinas ya que el origen 'y
tipo de la muestra suele ser muy diverso y en cada caso se deben tomar consideraciones
diferentes y muchas veces de tipo empirico. La presencia de proteasas en algunos venenos es
un factor que requiere una especial atencion por lo cual es recomendable conservar las

muestras en frio (-80°C) desde el momento de la extraccion, ocasionalmente se usan
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inhibidores de proteasas para preservar la muestra que va a ser posteriormente analizada. Este
aspecto garantiza que se cuente con el total de los componentes proteicos presentes en la

misma.

2.7.1.2 Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR)
El desarrollo de farmacos biol6gicos modernos proviene principalmente del uso de
tecnologia de ADN recombinante en microorganismos vivos como Escherichia coli o la
busqueda de moléculas con potencial farmacoldgico de productos naturales, para producir
agentes terapéuticos. Casualmente, la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR,
HPLC en inglés) surgid casi al mismo tiempo que estos avances biotecnoldgicos, y cada
campo promueve y complementa el desarrollo del otro. La complejidad de los productos
bioldgicos requiere el desarrollo de herramientas analiticas sofisticadas, incluidas mejoras en
CLAR vy espectrometria de masas (EM), lo que contribuye notablemente al anélisis de los

productos bioldgicos y facilita su desarrollo.3

CLAR (Figura 11) es una técnica que separa los componentes de una muestra segin su
polaridad, tamafio molecular o carga eléctrica. De acuerdo con la propiedad en la que se base
la separacién de los componentes se escogera la matriz a utilizar en la cromatografia. Las
muestras de extractos de Cnidarios por su naturaleza pueden venir acompafiadas de una muy

alta concentracion de sales, que interfieren, en general, en la separacion mediante CLAR.

Los componentes de los extractos se separan por sus diferencias en polaridad. La coleccion
de las fracciones se realiza de forma manual, se retira cualquier disolvente organico empleado
en la separacion por destilacion (rotaevaporacion), y el remanente acuoso se liofiliza y se
mantienen a 5°C hasta su uso. Lo versatil de este método es que las fases méviles desaparecen
al destilar o liofilizar, esto no ocurre cuando se trabaja con intercambio idnico que implica el
uso de buffers con sales que luego requeriran un paso de desalinizacion. Al trabajar con fase
reversa las toxinas liofilizadas se pueden resuspender directamente en las soluciones
requeridas (buffers, medios de cultivo) para estudios posteriores de actividad en células

aisladas.8>8¢
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Figura 11 (A): Esquema general basico de un equipo de Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion (CLAR, HPLC en inglés); (B): Columnas para CLAR; (C): Sistema CLAR
completo.

2.7.1.2.1 Cromatografia de Fase Reversa (RPC)
RPC es un tipo de método clave para la separacion de proteinas y péptidos en funcion de su
hidrofobicidad en condiciones nativas o desnaturalizantes. RPC ofrece una separacion de
resolucion relativamente alta, especialmente para los metodos de mapeo de péptidos para la

caracterizacion de variantes de proteinas.

En condiciones de RPC, las proteinas y los péptidos se separan en funcion de su
hidrofobicidad y su interaccion con los ligandos hidrofébicos en las fases estacionarias. Los
ligandos de la fase estacionaria suelen estar compuestos por cadenas de carbono de diferentes
longitudes, desde 4 carbonos (fase C4) hasta 18 carbonos (fase enlazada C18), entre mas mas
larga sea la cadena de carbono la fase estacionaria tendra mayor hidrofobicidad.
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La RPC de proteinas y péptidos generalmente emplea temperaturas altas y disolventes
organicos, que pueden desnaturalizar a las proteinas y exponen los nucleos hidrofobicos. El
uso de gradientes lentos es comun ya que las proteinas tienden a eluirse en un segmento de

gradiente muy estrecho.

Para los péptidos, los métodos RPC se establecieron hace mucho tiempo utilizando columnas
C8 o0 C1 vy acido trifluoroacético o acido férmico como aditivo de fase movil para fases

moviles de agua/acetonitrilo. &8

2.7.1.2.2 Cromatografia de Intercambio Iénico (IEC)
Los bioguimicos analiticos utilizan rutinariamente la cromatografia de intercambio i6nico
(Cationico o Anibnico) para resolver las variantes de carga de las proteinas, cuya

conformacion nativa y bioactividad se conservan durante la separacion.

Los métodos basados en la carga, son un componente integral de los estudios de
caracterizacion de proteinas. IEC separa las proteinas en funcion de las diferencias en la carga
superficial de las moléculas, y la separacion esta dictada por la interaccion de la proteina con

la fase estacionaria.

Dentro de la cromatografia de intercambio iénico podemos distinguir entre cromatografia de
intercambio anidnico y catidnica. Durante una separacion por intercambio de aniones, los
aniones (moléculas cargadas negativamente) se unen a ligandos cargados positivamente de
la fase estacionaria y se intercambian con contraiones cargados negativamente del buffer. La
cromatografia de intercambio cationico es al revés. Los cationes se unen a grupos cargados
negativamente de la fase estacionaria y se intercambian con iones cargados negativamente

del buffer 84887

2.7.1.2.3 Cromatografia de exlcusién molecular (SEC)
La cromatografia de exclusion molecular (SEC) es una técnica analitica de uso comun para
el analisis de proteinas, en parte porque puede resolver alto peso molecular de proteinas. Las
columnas SEC generalmente estan llenas de particulas porosas con ligandos de diol
hidrofilicos que sirven como fase estacionaria. Los poros de las particulas de la fase

estacionaria restringen el acceso de las moléculas en funcion de su radio de Stokes. Las
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proteinas mas grandes son excluidas de los poros, eluyendo asi primero. Las proteinas

posteriores eluyen en orden de tamafio decreciente.

La cromatografia de exclusion por tamafio o filtracion en gel es una técnica de sin interaccion
con la columna, por lo que se utilizan metodos isocraticos para su desarrollo (Figura 12). Es

muy Util en la separacién de proteinas, como el caso de las toxinas presentes en los Cnidarios.

A Moléculas con alto

peso molecular
mAU

Moléculas con bajo

Aplicacion de peso molecular
la muestra

Moléculas con

peso molecular Sin gradiente
descendente
U g

| 1cv
< o E—

Volumen de columna =cv t

Figura 12 Cromatograma de SEC (también conocida como gel permeable). Generalmente
no se utilizan gradientes con esta técnica.®’

2.7.1.3 Cromatografia en Fase Sélida (CFS)
Dado que las proteinas tienen rasgos caracteristicos diferentes como tamafio, forma, carga
neta, fase estacionaria utilizada y capacidad de union, cada uno de estos componentes
caracteristicos se puede purificar mediante métodos cromatograficos. Entre estos métodos,
con mayor frecuencia se aplica la cromatografia en fase solida, técnica que permite la
separacion de una mezcla de forma semipreparativa o preparativa (mas de 100 mg por
andlisis). Esta técnica se utiliza para la purificacién de biomoléculas. En una columna
(Figura 13) (fase estacionaria) primero se aplica la muestra a separar, luego se aplica tampon
de lavado, y por ultimo se procede a eluir la muestra, la cual puede ser en una fase o mediante

la aplicacion de un sistema de gradiente (fase mavil).8°
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La cromatografia en fase sélida es una técnica rapida y rentable para la purificacion de
muestras complejas antes de su analisis mediante cromatografia de liquidos o de gases. Ya
que se eliminan compuestos indeseables que pueden interferir con el analisis. En muchos
casos la CFS ha remplazado la extraccion liquido-liquido, que a menudo usa grandes

volumenes de disolvente. &

Las aplicaciones tipicas de CFS incluyen la limpieza de muestras, el enriquecimiento de
trazas, la desalinizacion, el intercambio de disolventes y la conservacion y el almacenamiento

de muestras.

En el caso de los productos naturales marinos es muy importante el uso de cromatografia en
fase solida, ya que, al obtener el extracto, este contiene grandes concentraciones de sales y el
uso de CFS ayuda al desalado de la muestra y eliminacién de compuestos que pueden

interferir en el posterior analisis por CLAR.

Las fases estacionarias clasicas de CFS van desde silice pura y otros adsorbentes solidos
como alimina, florisil, y carbono a silice enlazada quimicamente con fases similares a las
utilizadas en CLAR. Las silices aglomeradas siguen siendo los empaques de SPE mas

utilizados, y se han desarrollado varias décadas de aplicaciones.

Las cadenas de hidrocarburos tanto en el analito como en el adsorbente son atraidas entre si
por las fuerzas de dispersion de VVan der Waals de baja energia. Los adsorbentes comunes de
fase reversa contienen cadenas de hidrocarburos saturados como C18 y C8, o anillos
aromaticos como fenilo o bifenilo. Debido a que las separaciones de fase inversa son
relativamente inespecificas, normalmente se retiene una amplia gama de compuestos

organicos.

Los dispositivos de cartucho tipicos consisten en columnas cortas (Figura 13) (generalmente
un cilindro de jeringa abierto) que contienen un sorbente con un tamafio de particula nominal

entre 20 y 60 um.%
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Figura 13 Estructura de una columna tipica de Cromatografia en Fase sélida.

2.7.1.3.1 Pasos para el uso de CFS
La preparacion de muestras con CFS normalmente consta de 4 pasos béasicos (Figura 14):

acondicionamiento, carga de muestras, lavado y elucion.*

1. Lavado y acondicionamiento: Antes de cargar la muestra/matriz, la columna SPE
generalmente se lava y se “humedece” con metanol, isopropanol u otro(s) solvente(s)
organico(s) de polaridad intermedia. Este paso de acondicionamiento elimina el aire
atrapado y solvata o activa los ligandos en la superficie cromatogréfica, lo que les
permite interactuar de manera mas efectiva con los analitos objetivo.

2. Carga de la muestra: Es la aplicacion e introduccion real de la muestra/matriz en la
columna CFS. El objetivo principal del paso de carga de la muestra es garantizar que
el(los) analito(s) objetivo (s) sean retenido cuantitativamente por el adsorbente.

3. Lavado: Los pasos de lavado estan disefiados para eluir las impurezas que se retienen
en el sorbente con menos fuerza que los analitos objetivo, y para enjuagar o
"expulsar" los componentes residuales no retenidos de la muestra/matriz que pueden
quedar del paso de carga de la muestra.

4. Elucion: Una vez que los contaminantes retenidos mas débilmente se han lavado de
la muestra, se usa un disolvente "fuerte™ disefiado para interrumpir las interacciones
analito-sorbente para desorber o eluir selectivamente el analito del sorbente. Una
mejor estrategia es la aplicacion de un gradiente para ayudar en la separacion de un
extracto crudo complejo.
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Figura 14 Pasos en el uso, acondicionamiento y tratamiento de la muestra en
cromatografia en fase solida.

2.7.1.3.2 Tipos de columnas
A continuacion, se describen dos tipos de columnas C18 de cromatografia en fase sélida. En

la Tabla 4, se comparan sus especificaciones.

e Columna C18-U (Phenomenex®)

La columna de CFS C18-U (Figura 15) tiene absorbente de silice C18 sin proteccion
terminal, lo que otorga a la fase una selectividad hidrofébica moderada con una selectividad
polar leve debido a los grupos silanol activos. Los analitos objetivo son compuestos
hidrofdbicos ligeramente polares. Retiene la mayoria de los analitos organicos de las matrices

acuosas.

Se utiliza para desalinizar matrices acuosas antes del intercambio ionico, ya que las sales

pasan a través del adsorbente sin retencion.®

Figura 15 Base de silice de columna C18-U
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e Columna C18-T (Phenomenex®)

La columna C18-T (Figura 16) tiene un absorbente C18 de poro ancho que ofrece una fuerte

selectividad hidrofébica y acomoda moléculas de hasta 75 kD de tamafio.

S
[*

.-"l::l\
AV VA AV AV AV AV AV A
L

| J -

8

Figura 16 Base de silice de columna C18-T

Tabla 4. Especificaciones de las columnas de cromatografia en fase sélida C18-U y C18-

Fase Base Superficie % d Rango de Analitos objetivo
(m?/g) carbono | tamafio de poro
(A)

C18-T | Base silice 300 15.0 120-150 Moléculas con

tamafio mayor a 5
kDa

C18-U | Base silice 500 17.0 65-75 Moleculas con
tamafio molecular

menor a 5 kDa
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3 JUSTIFICACION

El ecosistema marino presenta una amplia diversidad de organismos, de los cuales muchos
contienen una variedad de toxinas usadas para la caza de alimento y defensa contra
depredadores, algunas de estas toxinas han sido aisladas con el fin de obtener moléculas
activas para el desarrollo de farmacos innovadores para el tratamiento de diferentes
patologias. Algunos ejemplos de estos farmacos de origen marino se encuentran el Prialt®,
péptido natural aislado del veneno del caracol Conus magus utilizado como potente
analgésico. Yondelis® es un alcaloide aislado del tunicado marino caribefio Ecteinascidia
turbinata, siendo el primer anticancerigeno aprobado por la Union Europea para el
tratamiento de sarcoma y cancer de ovario. Por lo tanto, los avances cientificos en los ultimos
afios han permitido la obtencién de nuevos farmacos de origen marino que se van

posicionando en el mercado y que tienen una variada aplicacion terapéutica.

Uno de los grupos marinos que se han estudiado debido a las sustancias que secretan es el
filo de los Cnidarios, dentro de estos se incluyen a las medusas, corales y anémonas. Las
toxinas presentes son de naturaleza proteica. Entre los polipéptidos presentes hay
neurotoxinas que acttan sobre los canales de sodio (Na*) o potasio (K*), fosfolipasas,
metaloproteasas, que actian como neurotoxinas, cardiotoxinas y citolisinas, con una amplia
variedad de respuestas fisiopatologicas como efectos directos sobre tejido muscular y

nervioso.

Anthopleura texaensis es una anémona que se encuentra en la zona costera de la peninsula
de Yucatan, y ha sido reportada como fuente de neurotoxinas y citolisinas, que presentan
efectos sobre los canales idnicos de sodio o0 de potasio, pero aun no se ha logrado la

identificacion y caracterizacion dichas toxinas.

Se propone el estudio de A. texaensis, con el fin de evaluar, aislar e identificar al menos un
compuesto bioactivo de interés, presente en el extracto de la anémona, para su potencial

aplicacion terapéutica.
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4 HIPOTESIS

Al ser la anémona A. texaensis perteneciente al phylum Cnidaria presentara moléculas
biologicamente activas y por medio de la separacion biodiriga del extracto, se identificard y
obtendra al menos un compuesto con actividad bioldgica de interés.

5 OBJETIVO GENERAL
Aislar, identificar y evaluar la actividad biolégica de al menos un compuesto bioactivo

presente en la anémona A. texaensis, mediante separacion biodirigida.

5.1 Objetivos particulares

e Recolectar e identificar a la anémona Anthopleura texaensis presente en la zona
costera de la peninsula de Yucatan.

e Generar el extracto crudo de la anémona colectada por la técnica de maceracion y
extraccion etanolica.

e Evaluar la actividad biologica del extracto crudo mediante bioensayos rapidos, para
identificar posibles neurotoxinas y citolisinas.

e Realizar el perfil cromatogréfico del extracto crudo para determinar la complejidad
molecular.

e Someter el extracto crudo bioactivo a separacion biodirigida medicante técnicas
cromatogréficas para determinar la naturaleza quimica de las moléculas activas.

e Analizar las fracciones que tienen actividad por CLAR.

e Caracterizar el o los compuestos bioactivos mediante estudios de CL-EMAR.
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6 METODOLOGIA
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Figura 17 Diagrama de metodologia empleada

6.1 Colecta de la anémona de mar Anthopleura texaensis

TREL

Se llevo a cabo la colecta de especimenes de Anthopleura texaensis en las zonas

intermareales rocosas de la costa yucateca y las costas de Campeche, inspeccionando las

rocas en las cuales las anémonas se hallan adheridas (San Crisanto, Yucatan GPS:

21°21'08"N  89°10'18"0O y Puerto de Campeche,

Campeche GPS: 19°47'46.7"N

90°36'60.0"W) con ayuda del uso de cincel y martillo, evitando en todo momento el dafio

ambiental. Asi mismo se sumergieron en una pecera (de 20 L) con agua de mar y se les

adicion6 unos pocos cristales de Mentol, para sedar a los especimenes colectados y realizar

su traslado a la Unidad de Quimica en la Unidad Académica Sisal de la UNAM.

&
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6.2 ldentificacion taxonomica de la anémona Anthopleura texaensis
La identificacion de los organismos se realizé en colaboracion del Dr. Ricardo Gonzalez
Mufioz, especializado en biologia marina y taxonomia de invertebrados bent6nicos con

analisis morfoldgicos externos e internos.

6.3 Generacion del extracto crudo

1.- Los organismos sedados se guardaron en un ultracongelador RevCo a -70°C.

2.- Posteriormente fueron liofilizados a sequedad por tres dias a 0.110 mBar y -50°C. Una

vez secos, se molieron a polvo fino con mortero de porcelana para reducir el tamafio de la

particula y aumentar la superficie de contacto.

3.- Después se peso el material obtenido y fue macerado con la minima cantidad de agua
destilada por treinta minutos, la suspension fue filtrada y se repitio el proceso con una
cantidad similar de agua destilada, el agua filtrada se centrifug6 a 5000 rpm por 10 minutos,

se congeld el sobrenadante y finalmente fue liofilizado y se colectd el pulverizado seco

obtenido.

Colecta anémona (,ongelanu&jr’uo y
Maceracion

A. texaensis i55
Eentiffapar Obtencion del
_e(;lotg »ugal extracto crudo/
DI congelado -80°C

Letalidad en A. salina
_ = v Antiparasitario
i D o i Hemolisis
Citolisinas

‘ ; ==L = / Toxicidad en Uca sp.
—_ ‘ s ‘ = ‘ =5 —» Neurotoxinas

| L= Toxicidad en pez cebra
7\ Daiio celular —

Inhibicion de tubulina
Obtencion del Anticancer P
rendimiento Resuspender T —)
Liofilizacién del . Suceptibilidad
d exlracto crudo en l‘nICrObIana -

extracto crudo o .
. agua Antibacteriano

Evaluacién
Biologica

Figura 18 Generacion del extracto crudo de A. texaensis
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6.3.1 Generacion del extracto etanolico
Los organismos sedados se colocaron durante algunos minutos en un recipiente con la
minima cantidad de alcohol etilico que los cubriera por completo, luego se retiraron

permitiendo que escurriera la mayor cantidad de liquido dentro del recipiente.

Posteriormente fueron evaporados con un rotavapor hasta sequedad, el peso se obtuvo con

las diferencias de pesos de los viales antes y después de la evaporacion.

6.4 Evaluacion de la actividad biologica
Para determinar una posible propiedad bioldgica, y para seguir el rastro de las moléculas en
la separacién biodirigida, los extractos generados fueron sometidos a evaluacion
farmacol6gica mediante bioensayos rapidos, estos bioensayos se realizaron inicialmente con
cada uno de los extractos crudos y, posteriormente se repitieron aquellos con resultados

relevantes durante el proceso de separacion para identificar y seguir las fracciones activas.

A continuacion, se describe el procedimiento para realizar los bioensayos que se efectlan

con el fin de encontrar actividad bioldgica importante en los extractos.

6.4.1 Actividad neurotdxica in vivo sobre cangrejo violinista (Uca sp.)
Es una evaluacion rapida en la que los resultados se muestran en un periodo de entre algunos
segundos y hasta minutos, después de la administracion de la muestra. Se observan
movimientos conductuales como: cambio de comportamiento, temblores, oscurecimiento del
caparazon, burbujeo e incluso muerte. Adicional a la prueba de neuroactividad, también se

puede evaluar convulsiones y paralisis.®?%

Los cangrejos Uca sp. fueron colectados de forma natural en a la ciénega de Sisal, Yucatan
y colocados despues en un contenedor de limpio de plastico para evitar estrés innecesario,

hasta el momento del bioensayo.
= Generacion de los extractos a evaluar

Se pesaron 10 mg de cada extracto y/o fraccion y se diluyen en solucion salina inyectable,
obteniendo concentraciones de 0.1, 1, 10, 100 y 1000 pg/mL; para el control negativo se usa

solucidn salina inyectable (0.9% NaCl en agua grado inyectable).

= Bioensayo
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Se midieron 10 pL de la solucién a analizar y se inyectaron en el tercer pereiépodo de los

cangrejos de 2 g de peso, ajustando la dosis para organismos de pesos diferentes.

Se realizan observaciones y anotaciones de efectos de paralisis, relajacion, descoordinacion
motora y/o muerte en los individuos, anotando los tiempos de reaccion y, en el caso de las

muertes, se hacen disecciones para buscar necrosis.

6.4.2 Letalidad en nauplios de Artemia salina
El uso de esta evaluacion bioldgica en A. salina se correlaciona con la actividad antitumoral,

antiparasitaria y citotoxica.* Los pasos a seguir se enumeran a continuacion:
1.- Se hidrataron quistes de Artemia salina var. franciscana por una hora en agua dulce.

2.- Los quistes se transfieren a un recipiente de eclosion cénico transparente de 2L con 1L de
agua de mar (S=25 ups; 28°C; pH 7.7-8.0) en aireacion y luz por 24 horas hasta su eclosion.
Los nauplios eclosionados se cosecharon en un cernidor con malla de 100 micras en un
recipiente con 50 mL de agua de mar. El inoculo para el ensayo se prepard contando cuantos
nauplios se tienen al tomar 100 mL de la suspension, diluyendo hasta alcanzar una densidad
de 20-30 nauplio por 100 uL de suspension.

3.- Para la generacion de los compuestos a evaluar, se disolvieron 10 mg de cada extracto
crudo y sus prefracciones en 1 mL de agua para obtener una disolucion madre a 10,000
pg/mL; generando después en viales de 5 mL disoluciones seriadas con alicuotas de 100 pL
complementando a 1 mL con agua de mar, de manera que se obtenga un intervalo de 0.1-
1000 pg/mL; se usa agua de mar como control negativo y dicromato de potasio como control

positivo.

4.- Para el bioensayo, en una microplaca de 96 pozos de fondo plano se adicionaron 100 pL
de agua de mar, 100 uL de la solucion a evaluar y 100 pL de una solucién de nauplios de A.
salina (20-30 n), aforando cada pozo hasta su maxima capacidad con agua de mar. La
microplaca se incubd por 24 horas a 26°C con luz artificial en agitacion constante por 24 h.
Una vez pasado el tiempo, la microplaca se visualiz6 con un microscopio estereoscopico y
se contabilizan los organismos muertos. Luego, se afiaden 100 mL de metanol, y se

contabilizan todos los nauplios adicionados a cada pozo.
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5.- Finalmente se calcula la LC50 con el programa estadistico Probit de la EPA, la actividad

de los extractos es significativa cuando el LC50 es igual o menor a 30 pg/mL.

6.4.3 Inhibicion de la tubulina en Brachydanio rerio
Para este ensayo y el de toxicidad en ontogenia de B. rerio se utilizaron peces cebras (B.
rerio) wild type, del area de ecotoxicologia bajo la direccion de la Dra. Gabriela Rodriguez.

Se us0 el bioensayo establecido por Moon, et al. y modificado por Mandrekar y Thakur para
establecer la inhibicion de la tubulina en las primeras etapas del desarrollo de Brachydanio

rerio.%%
= Obtencién de los embriones

En un tanque de maternidad de 40L con temperatura de 28° C y un fotoperiodo de 12 horas
de luz y 12 de oscuridad se colocan 10 peces hembras y 20 machos dentro de una malla de

tela para inducir el apareamiento un dia previo a la realizacion del experimento.

Al dia siguiente, una hora después de haber iniciado el periodo de luz, se colectan los huevos
por sifonado, se revisan y retiran aquellos que estén opacos, se separan de impurezas y se

lavan ligeramente.
= Generacion de los extractos a evaluar

Se pesan 50 mg de extracto y disuelven en 5 mL de agua destilada, haciendo diluciones
logaritmicas para obtener un intervalo de trabajo de 10-0.001 mg/mL, como control positivo
se usa colchicina (10 mg/mL, Sigma-Aldrich) y como control negativo agua del sistema.

= Bioensayo
1.- Se midieron 250 uL de cada solucion a evaluar en una microplaca de 96 pozos.

2.- Se adicionaron tres embriones en estadio 1K (3 horas post fecundacién) en cada uno de
los pozos y se incubaron a 26° C por cinco horas.

3.- Se observaron al microscopio cambios ontogénicos como el bloqueo de la epibolia y/o
produccion de células blastodérmicas mas grandes, asi como inhibicion del crecimiento,

comparado con el control.
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6.4.4 Toxicidad en ontogenia de Brachydanio rerio
Con el fin de aprovechar los organismos y las soluciones utilizadas en el bioensayo de
inhibicion de la tubulina, se continud con la incubacion para observar actividad citotdxica de

los extractos y prefracciones.

1.- La microplaca se sigue incubando a 26° C durante 72 horas, a las 24, 48 y 72 horas se
observan al microscopio estereoscopico buscando huevos coagulados opacos,
desprendimiento de cola, falta de ritmo cardiaco y formacién de somitas para considerar a un
organismo muerto (parametro letal); asi como movimientos espontaneos, cambios en la
pigmentacion, formacion de edemas o coagulos para determinar pardmetros subletales y
finalmente; malformacion en 6rganos y estructuras, escoliosis, raquitismo o retardo del

desarrollo para determinar parametros teratogénicos.

6.4.5 Ensayo de susceptibilidad microbiana
Se determind la capacidad bactericida o bacteriostatica de los extractos, asi como su
concentracion minima inhibitoria tanto en organismos Gram- como Gram+. Para ello, se
sigue el protocolo estandarizado del CLSI (Clinical and Laboratories Standards Institute) o
el EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing).® Utilizando las
siguientes cepas: Escherichia coli ATCC 11775, Bacillus pycyaneus (Pseudomonas
aeruginosa) ATCC 27853 y Enterococcus faecalis ATCC 24212.

= Obtencién del in6culo bacteriano

Para reactivar cada cepa ATCC se toma una asada del glicerol, la cual se coloca en 10 mL de
caldo nutritivo esteril y se incuba por 24 horas a 37 °C. Después de este tiempo, se toma una
asada del crecimiento bacteriano y se siembra en una placa de agar selectivo para cada cepa
(McConkey para Gram-, y Agar sangre para Gram+). El medio solido es incubado a 37 °C
por 24 horas, tiempo en el que se selecciona una colonia aislada y se siembra en caldo
Mueller-Hinton estéril. El caldo es incubado a 37 °C por 16 horas hasta obtener un
crecimiento bacteriano ajustado a 0.5° McFarland (comparando con solucion de BaCl; al 1%)
y midiendo absorbancia del indculo a 625 nm en intervalo de 0.08-0.1 en un espectrometro
Lambda 25 UV/Vis Perkin Elmer.

= Generacion de los extractos a evaluar
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Los extractos crudos y fracciones se evalian a una concentracion de 1.024 mg/mL de
solucion, usando como controles medio de cultivo, suspension bacteriana, extracto o fraccion
a evaluar solo, disolvente del extracto y antibiotico de referencia de acuerdo con la Tabla
5 98

Tabla 5. Valores de MIC reportados para diferentes antibiéticos de los

microorganismos a evaluar

Microorganismo Antibiotico MIC R (ug/mL) MIC S™ (ug/mL)
E. coli Ampicilina/ >32 <8
Amoxicilina
E. coli Gentamicina >8 <4
B. pycyaneaus Gentamicina >8 <4
E. faecalis Gentamicina >500 <500
E. faecalis Ampicilina >16 <8

“R= Resistente; “*S= Sensible
» Bioensayo

En una microplaca se adicionan 100 pL de medio Muller-Hinton en cada pozo. Al primer
pozo se le afiaden 100 pL de solucion a evaluar en la maxima concentracion (256 pg/mL),
se homogeniza, y de este pozo se toman 100 pL, los cuales se transfieren al siguiente pozo,
y asi sucesivamente hasta terminar con esa hilera de pozos, la solucion del pozo final es
vertida en solucion de cloro de desechos. Este esquema genera un intervalo de trabajo de
128-0.1 mg/mL en la microplaca (diluciones dobles seriadas). Cada fraccion y controles se

evallan por duplicado.

2.-Se agrega a los pozos 100 pL del inoculo bacteriano estandarizado con la pipeta

multicanal.

3.- Se coloca la placa en un agitador de microplacas a 900 rpm por un minuto y se incuba a
37 °C por 24 horas.

La Concentracion minima inhibitoria (MIC, por sus siglas en inglés) es la concentracion mas
baja donde no se observe turbidez en el pozo. Los valores obtenidos del control positivo se

comparan con los reportados con el CLSI para verificar la validez de la evaluacion.
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6.4.6 Hemolisis
Se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta por Torres et al., usando sangre humana

certificada por el Hospital General Agustin O’ Horan de la Ciudad de Mérida, Yucatan.®®
= Preparacion de los eritrocitos

Se tomaron 500 uL de sangre humana, se transfiere a un tubo Falcon para centrifuga de 15
mL, se va agregando por las paredes con delicadeza 5 mL de solucién salina isotonica,
homogeneizando lentamente la mezcla, luego se centrifuga a 1500 rpm por cinco minutos,
se decanta el sobrenadante y se vuelve a agregar solucion salina, a centrifugar y a decantar,
del mismo modo, dos veces, pero en la tercera vez no se decanta el sobrenadante, en su lugar
se toman 20 uL del bot6n, se coloca en un tubo Eppendorf y se agregan 1980 L de solucién

salina isotdnica, la solucidn resultante corresponde a un concentrado de eritrocitos al 2%.
= Preparacion de los extractos a evaluar

Se pesan 10 mg del extracto a evaluar y se disuelven en 1 mL de solucion salina isotonica,
luego se hacen diluciones logaritmicas para tener concentraciones de 1000-1 pg/mL, se usa

agua destilada como control positivo y solucion salina isotonica como control negativo.
= Bioensayo

Se colocan 50 pL de la solucion a evaluar en tubos eppendorf, seguido de 900 pL de solucién
salina y 50 pL de eritrocitos al 2%; posteriormente se incuban a 37° C por 30 minutos, al
término de la incubacidn se centrifugan a 2500 rpm durante 4 minutos, el boton se pasa a una
microplaca de 96 pozos y se lee en espectrofotometro a 415 nm. La actividad hemolitica se

calcula de acuerdo con la siguiente ecuacion:

A de la muestra

Actividad h litica = 100
ctividad Remotted = del control positivo — A del control negativo( )

Donde:

A= Absorbancia
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6.5 Analisis cromatograficos

6.5.1 Sistema cromatografico
Para realizar los analisis de los extractos y fracciones generadas, se utiliz6 un sistema de
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) Varian Polaris 211, con los siguientes
modulos: Sistema dual de bombeo 210, Inyector automatico Varian 410, Detector U.V. 325,
detector de difraccion de luz en evaporacion PL-ELS 2100 ICE (DELD), ) fueron:
temperatura de nebulizacion de 40°C, temperatura de evaporacion de 70°C, flujo de
nitrégeno de 1 mL/min; mientras que la deteccion por UV fue a 215 nm). Todos los

disolventes empleados, asi como los reactivos fueron grado HPLC.

6.5.2 Andlisis CLAR de fase reversa
Para observar la complejidad de los extractos crudos acuosos obtenidos se realizé un analisis
por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) en fase reversa, basado en el método de
Van Dyck (et al., 2010) en el equipo CLAR Varian. Para el analisis se emple6 una columna
en fase reversa LUNA-C18 (250 X 4.6 mm, 5 pum de particula Phenomenex, INC.) en
condiciones analiticas usando los detectores de U.V. 325 a una longitud de onda de 215 nm
y Difraccion de Luz en evaporacion (DEDL) con 40° C en nebulizacion y 70°C de
evaporacion, con flujo de nitrégeno de 1.0 mL/min.

6.6 Fraccionamiento biodirigido del extracto crudo

El extracto que mostrd actividad fue fraccionado por las estrategias de separacion biodirigida,
empleando los datos de actividad generados en los bioensayos. Para seleccionar los extractos
que se separaron, se utilizé como criterio tanto el perfil cromatografico como farmacolégico,

eliminando aquellas fracciones inactivas.
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Figura 19 Fraccionamiento biodirigido del extracto crudo

6.6.1 Prefraccionamiento
Con el fin de eliminar la convergencia de bioactividades antagonistas 0 enmascarantes, se
realizd un prefraccionamiento por peso molecular, el cual, si bien carece de exactitud, si es
un buen indicador previo de retencion de actividad por tamafio. A continuacion, se describe

el método:

Se resuspende el extracto en una minima cantidad de agua, y se realiza la ultrafiltracion en
una celda tipo Amicon de la marca Millipore usando membranas de 100, 30, 10, 5, 3y 1kDa,
con presion positiva de nitrégeno (60 PSI).

En cada sesion de filtrado se colecta la fraccion de mayor tamafio molecular (retentado) en
viales previamente pesados, se guarda en un ultracongelador Rev Co a -70° C hasta el
momento de la liofilizacién. Una vez secos los viales se determina el peso de la fraccion y el

rendimiento. Las fracciones obtenidas son:

-Fraccion mayor a 300 kDa -Fraccion de 300-100 kDa
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-Fraccién de100-30 kDa -Fraccién de 5-3 kDa
-Fraccion de 30-10 kDa -Fraccién de 3-1 kDa
-Fraccion de 10-5 kDa -Fraccién menor a 1 kDa

6.6.2 Aislamiento
6.6.2.1 Extraccion en fase solida

6.6.2.1.1 Prefraccionamiento y desalado
En general, los extractos crudos obtenidos de organismos marinos contienen de un 90 a un
95% de sales minerales (como lo son: cloruro, sodio, magnesio, azufre, calcio, potasio,
bicarbonato, bromo, estroncio, boro y fltor), por lo anterior, se selecciond a la extraccion en
fase sélida de fase reversa (SEFS, C18-U), como estrategia para eliminar las sales presentes
en el extracto o fraccion generada. Durante la SEFS, los compuestos organicos se retienen

en el cartucho, y al lavarlo con tres volumenes de agua se eliminan dichas sales.

Brevemente, las prefracciones activas seleccionadas (300 mg) se disolvieron en 10 mL de
agua grado HPLC y se aplicaron en un cartucho Strata-C18 U (1g Fase/6 mL, Phenomenex
Inc.) acondicionando previamente con 5 mL de metanol y con agua, respectivamente.
Después de aplicada la muestra, el cartucho se lavo con agua HPLC (3X, 5 mL) y el extracto
se separd por polaridad mediante eluciones de agua: acetonitrilo a diferentes concentraciones
(100:0, 95:5, 90:10, 80:20 y 50:50 en ese orden) y con 100% de acetonitrilo. Las fracciones
se colectaron en viales previamente pesados, los cuales se ultracongelaron a -70 °C, se

liofilizaron, pesaron y se calcul6 el rendimiento de la separacion.

6.6.2.2 Separacion cromatografica
La fraccion activa se separd por un analisis de CLAR colectando las sefiales de varios analisis
usando una columna Luna C18 en las condiciones descritas (vida infra, seccion 6.5.2). Para
ello, se genero un extracto con 10 mg de la fraccion activa (que eluyo con 50:50 de agua:
acetonitrilo) y se disolvio en 150 uL de agua. Se realizaron 10 corridas en CLAR para analisis
(inyectando 15 ug en cada corrida), colectando las fracciones del anlisis cromatogréfico, en
viales previamente pesados. Cada fraccion se rotaevaporo para eliminar al acetonitrilo, luego
se liofilizaron, se reconstituyeron en agua y se evaluaron en el bioensayo de neurotoxicidad

en crustaceos.
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6.6.2.3 Determinacion del peso moléculas de la sefial aislada mediante
Cromatografia de Gel Permeable (GPC)
La cromatografia de gel permeable es una técnica que permite calcular el peso molecular
aproximado (£ 10% del peso real) de una molécula o proteina en estado nativo, para ello es
necesario calibrar la columna con estandares de peso conocido. Adicionalmente, al no ser

destructiva, es preferida con respecto de la electroforesis o la espectrometria de masas.

Para ello, se utilizd una columna Yarra 2000 de gel permeable (300 X 7.8 mm, 3 um,
Phenomenex Inc. USA) utilizando como fase mavil agua (Fase movil A) y acetonitrilo ((fase
movil B) grado HPLC en modo isocratico (90% de A, 10% B) a un flujo de 1ml/min durante
30 min. Durante el tiempo de analisis de utilizo el detector de U.V. 325 con una longitud de

onda de 215 nm. Se inyectd 20 uL de cada estandar y fraccion o sefial colectada.

6.6.2.3.1 Calibracion de la columna Gel Permeable

Para calibrar la columna se emplearon estandares en un rango de 132- 36,000 Daltons, dado
que el rango de trabajo de la columna Yarra 2000 es de 0.5 a 40 kDa. Los estandares
empleados se presentan en la Tabla 6. Se prepararon soluciones estandares con 4 mg/mL de

cada estandar.

Tabla 6. Estandares para calibracion de columna Gel Permeable

STD MW (Da) Catalogo Sigma Log
Gly-Gly 132 G1002 2.12
Bacitracina 1422 11702 3.15
Clupeina 5010 P4505 3.70
Aprotinina 6512 A1153 3.81
Albumina 66000 A2153 4.82

6.6.2.3.2 Preparacion de la muestra a analizar
Para la muestra colectada, esta se liofilizo, se peso y se reconstituyo en el volumen adecuado
para dar una concentracion de 1 mg/mL, se tomaron 20 L, y se inyectaron de manera manual
en el sistema CLAR. Si el peso era muy bajo, la muestra fue diluida en 40 pL, y 20 de ellos

fueron inyectados, y recolectados al final del analisis.
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6.6.2.4 Desnaturalizacion de la muestra
Con el fin de comprobar la naturaleza peptidica de los componentes activos, la fraccion activa
se calent6 a punto de ebullicion en bafio Maria por diez minutos, despuées del tiempo

transcurrido se realiz6 el bioensayo nuevamente para ver si la actividad se seguia observando.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Colecta e identificacion de la anémona Anthopleura texaensis
Se realizaron varias colectas, en el Puerto de San Crisanto, Yucatan (21°21'08"N
89°10'18"0) y Puerto de Campeche (19°47'46.7"N 90°36'60.0"W), consiguiéndose
aproximadamente 50 ejemplares de Anthopleura texaensis, las anémonas se encontraban
presentes en las superficies rocosas de las escolleras, adheridas a ellas por medio de su disco
pedal, a una profundidad somera. La mayoria de los organismos eran de dificil acceso bajo
estructuras rocosas que forman una especie de cueva o en pequefios orificios en las rocas,
posiblemente con la finalidad de dotar de proteccion a las anémonas. Con ayuda de cincel y

martillo se retiraron las anémonas adheridas a las superficies rocosas (Figura 20).

Figura 20 Colecta e identificacion de la anémona de mar Anthopleura texaensis en la zona
costera de San Crisanto, Yucatan

La identificacion se realizé mediante comparacion de los caracteres macroscopicos (Figura
21). Las anémonas colectadas se encuentran dentro de las dimensiones descritas, el color
caracteristico del disco oral, columna, tentaculos y disco pedal, como se describe en la Tabla
7.
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Tabla 7. Descripcion morfoldgica (Anatomia externa) de la anémona Anthopleura texaensis

claro a verde oscuro o amarillento con
franjas radiales blancas; boca de color
verde oscuro 0 marron oscuro. Un anillo
de proyecciones marginales redondeadas
con acrorhagi, que rodea el disco oral.
Hay una fosa profunda entre el disco oral
y el margen de la columna. Tentaculos
lisos, delgados, conicos, relativamente
cortos, estrechandose  distalmente,
contractiles, dispuestos irregularmente
en 4-5 ciclos (41-76 en nimero), ciclos
internos mas largos que los externos,
gris, amarillo claro, verde oliva a verde
oscuro, con manchas blancas en la cara
bucal y en toda su longitud. Columna
cilindrica, robusta, de 6-17 mm de altura
y 5-12 mm de ancho, con filas
longitudinales de verrugas desde el
margen hasta el limbo pero mas
pronunciadas distalmente, de color verde
oliva a verde oscuro, amarillentas,
anaranjadas palidas o blanquecinas.
Disco  pedal Dbien  desarrollado,
ligeramente mas ancho que la columna,

beige y de color amarillento a blanco.

Estructura Descripcion morfoldgica de Descripcion de los organismos colectadas
Anthopleura texaensis!®

Anatomia Disco oral liso y ancho, de 4-6 mm de | Extremo superior expandido de 11-27 mm

Externa diametro, de color verde oliva, verde | de didmetro; disco oral liso, plano, de 5-10

mm de diametro, verde oliva a verde

0SCuro; tentaculos ordenados
hexaméricamente en cinco ciclos (96),
lisos, delgados, de 3-8 mm de longitud con
puntas afiladas, los ciclos internos mas
largos que los externos, contréctiles, gris
claro con destellos naranjas, algunas veces
con manchas blancas en su lado oral y a lo
largo de toda su extension; fosa bien
marcada; columna cilindrica gruesa de 8-
14 mm de didametro y 6-11 mm de altura
con 42-48 hileras

verrugas que van del margen hasta el

longitudinales de

limbus, aunque se encuentran mas
pronunciados distalmente, beige a naranja
palido, oscureciéndose hacia el extremo
distal donde es naranja oscuro a brillante;
42-48

marginales con acrorhagi en la fosa que

margen  con proyecciones
contiene basitricos y holotricos; disco
pedal bien desarrollado, de 8-14 mm de
diametro, ligeramente mas amplio que la
columna, beige; habita oquedades vy
hendiduras de las rocas en la zona de

rompiente a 0.5 msnm.

&
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Figura 21 Anémona Anthopleura texaensis, vista lateral y vista superior (A).1%

Organismo colectado (B).

7.2 Generacion del extracto crudo
Después de congelar a -70° C los organismos colectados, se procedié a liofilizarlos y
pulverizarlos, el pulverizado se colocé en viales ambar de 22 mL., se pesaron, se cubrieron
con parafilm y se guardaron en una desecadora hasta su posterior uso. Los pesos obtenidos

son presentados en la Tabla 8.

Tabla 8. Peso del extracto obtenido de la

liofilizacion de los organismos obtenidos

Especie Peso extracto (g)
A. texaensis 12.44
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Las técnicas reportadas para la obtencion y preparacion del extracto de los Cnidarios se han
basado en la descarga eléctrica de nematocistos a través del amnios humano reportada por
Barnes et al.,’%* u homogeneizacion y pulverizacién o maceracion de tentaculos enteros
congelados y lavado con solucién salina o tampon de fosfato, técnicas reportadas en la
medusa Chironex fleckeri y Chiropsalmus quadrigatus por Turner et al. y Keen et al.10%1%
Sin embargo, el extracto recuperado utilizando estos métodos es, de hecho, extractos
tentaculares totales compuestos por el contenido de nematocistos y otros tipos de células

tentaculares.

Las técnicas actuales de preparacion del veneno se basan en la ruptura mecéanica de los
nematocistos aislados con mortero, perlas de vidrio y sonicacion, en presencia de soluciones
de extraccion como agua destilada o solucion salina.’** Sin embargo, las dificultades
relacionadas con la disponibilidad del equipo y la contaminacion del veneno por
componentes estructurales (p. ej., las paredes de la capsula de nematocistos) son las

principales desventajas de un enfoque de extraccion basado en la disrupcion mecanica.

Yanagihara et al. ha desarrollado otro enfoque en el que los cnidos intactos purificados por
densidad se rompen usando presion seguida de una centrifugacion rapida para recolectar los
contenidos sin contaminarlos con material tentacular o componentes estructurales. Esta
técnica da como resultado un veneno con una actividad y complejidad especificas muy altas,

pero es un proceso laborioso.1%

Por todas estas razones, al tratarse de la anémona A. texaensis debido a su tamafio, la técnica
mas conveniente es someter los organismos a congelamiento para su posterior liofilizacion y
pulverizacion. Ya que se libera el contenido presente en las células urticantes de todo el
cuerpo. Un inconveniente es la contaminacion por componentes estructurales u otro tipo de

células.

Hartwick et al. Birsa et al y Rifkin et al. utilizaron soluciones de etanol y acido acético al
5%, demostrando que se provocan descargas masivas de las células urticantes en los
cnidarios. 119 E| rendimiento puede variar segun la especie que se estudia, la temporada

estacional y las condiciones ambientales.
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Algo a tomar en cuanta es que uno de los problemas del aislamiento de moléculas activas de
productos naturales marinos es que los organismos contienen hasta 90% de agua, como lo es
el caso de las anémonas y medusas. A su vez al encontrarse en un ambiente salino, al obtener
el extracto podemos encontrar altas concentraciones salinas. Lo cual limita la extraccion de

compuestos con actividad bioldgica.

7.3 Evaluacion de la actividad bioldgica de los extractos crudos (Bioensayos)
Una vez obtenido el extracto crudo, fue evaluado con el uso de bioensayos rapidos con el fin
de generar el perfil farmacoldgico y determinar si el extracto mostraba ser activo y asi

continuar con la siguiente etapa de la separacion.

7.3.1 Letalidad en nauplios de Artemia salina
El extracto crudo no present6 actividad citotoxica sobre A. salina a la maxima concentracion
evaluada (10 mg/mL), dando resultados negativos para este bioensayo en la especie
analizadas. EIl control positivo presento una CL50 de 50 pug/mL, similar a la reportada en la

literatura.

Aunque la prueba de Meyer se considera uatil para identificar actividad antitumoral,
antiparasitaria y citotoxica.** EI hecho de que no se haya encontrado letalidad en este ensayo
no descarta que para la especie estudiada haya la posible presencia de moléculas bioactivas,
puesto que existen otros bioensayos mas especificos como el efecto sobre el crecimiento del
cultivo de protistas especificos, lineas celulares y la ontogenia de Brachydanio rerio, asi

como la prueba de hemolisis.

7.3.2 Actividad neurotdxica en Uca sp.
La reaccion de los cangrejos violinistas (Uca sp.) al administrar 1 mg de extracto crudo de la

anémona A. texaensis se describe a continuacion:

El cangrejo, de peso 2.1 g, al momento de la administracion del extracto, presento relajacion
al instante y presentaba dificultad de movimiento, transcurridos cuatro minutos tuvo
autotomia de una extremidad y realizaba giros sobre si mismo varias veces, posteriormente
realizé autotomia de otras dos extremidades y finalmente murio, presentando efecto letal en

cangrejo Uca sp. A su vez el ensayo fue comparado con un control el cual el cual fue
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administrado con solucién salina isotdnica, el cangrejo presenté actividad basal, estado de

alerta y respuesta a estimulos.

Este bioensayo fue documentado por primera vez en 1982 por Béress y Zwick quienes
utilizaron este ensayo como método estandar para caracterizar la actividad bioldgica y los
efectos fisioldgicos que una neurotoxina puede producir en el organismo. Los efectos

neurotdxicos son convulsiones, paralisis y muerte.%®

En el aflo 2006, Sanchez-Rodriguez et al. reportaron que las toxinas producidas por la
anémona Bartholomea annulata provocaba hiperactividad seguida de paralisis severa en
cangrejos de la especie O. quadrata, y sugiere que las toxinas de naturaleza peptidica
presentes en el extracto de la anémona actlan a través del sistema neuromuscular del cangrejo

afectando los canales de sodio dependientes de voltaje y a las células musculares. 1

Muchas veces se ha demostrado la presencia de un efecto toxico de extractos crudos y
fracciones purificadas de anémonas en crustaceos, el efecto de las neurotoxinas produce
desequilibrios a nivel del sistema nervioso y el efecto de las citolisinas produce muerte
celular y, por lo tanto, del individuo. P.e., Moran y sus colaboradores hallaron efecto
neurotoxico en cangrejos de rio en fracciones de Condylactis gigantea; en las toxinas AV1
(43 aas), AV2 (47 aas) y AV3 (27 aas) de Anemonia viridis; la toxina Ea3 (27 aas) de

Entacmaea actinostoloides y la toxina Sh1 de Stichodactyla helianthus.®

En el afio 2021 Quaresma et al. determinaron los efectos de una toxina vesicular de la
anémona Bunodosoma cangicum en el cangrejo Neohelice granulata. Los cangrejos
mostraron temblores intensos en los pereiopoidos inmediatamente después de la
administracion de la toxina a la dosis méas alta (250 mg/Kg). A las dosis mas bajas (62.5
mg/kg) no mostraron visualmente espasmos y parecian tener un comportamiento similar al
de los animales del grupo control. Los cangrejos tratados con las dosis de 125 mg/Kg no
mostraron espasmos hasta aproximadamente 40 min después de la administracion; sin
embargo, los cangrejos mostraron un estado de relajacién, con algunos pereidpodos
completamente distendidos. Los cangrejos que fueron administrados con la dosis de 62.5
mg/Kg se recuperaron a la condicion basal durante los primero 10 min. Y los cangrejos
expuestos a las dosis de 125 mg/Kg o 250 mg/Kg no pudieron volver al estado basal. Y con

base en técnicas de espectrometria de masas, determinaron la presencia de un péptido que
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tiene la capacidad de modular, canales ionicos. Y concluyeron que la dosis de toxina causa

deterioros directamente proporcionales.t!

Apoyados en estos datos podemos decir que los efectos observados en los cangrejos tratados
con el extracto crudo de A. texaensis fueron provocados por actividad neurotdxica y posible
actividad citotoxica debido al efecto letal.

7.3.3 Inhibicién de tubulina en Brachydanio rerio
Los microtibulos son proteinas esenciales para la formacién de husos mit6ticos y mitosis
celular, y han sido un objetivo importante en la quimioterapia del cancer en las ultimas
décadas. El pez cebra se ha utilizado como una plataforma biotecnolégica multifuncional
para la evaluacion de la bioactividad de moléculas estructuralmente diversas. Debido a la
gran similitud entre el pez cebra y los humanos en genética, fisiologia e inmunologia, asi
como a la buena correlacién con las respuestas a los medicamentos, el pez cebra simplifica
significativamente el proceso de ensayo clinico y reduce la probabilidad de fallas en las

ultimas etapas del ensayo.'*?

Para examinar la inhibicién de la tubulina in vivo, se realizaron experimentos con embriones
de pez cebra, lo que representa un modelo viable para la evaluacién de los efectos inhibitorios

de tubulina de moléculas pequefias. 1*3

Se encontro efecto toxico en la especie analizada a partir del estadio 1K, por lo que, al no
seguir habiendo division celular, el efecto de inhibicidn de la tubulina se considera positivo
(Figura 22-25). Sin embargo, en la Figura 22 es evidente el efecto citolitico del extracto

crudo.

Figura 22 Estadio 1K de Brachydanio rerio aproximadamente 3 horas después de la
fertilizacion
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L
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Figura 24 Embriones de 8 horas post fertilizacion bajo tratamiento de extracto crudo de la
anémona A. texaensis, con efecto observable de lisis en las células

Figura 25 Embriones de 8 horas post fertilizacion bajo tratamiento de colchicina a
concentracion de 10 mM con efecto de retraso en la epibolia
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7.3.4 Toxicidad en ontogenia de B. rerio
Como se muestra en la seccion anterior, al existir citotoxicidad mortal inmediata en todos los
extractos analizados, es imposible seguir un efecto en la ontogenia de los peces, puesto que

esta es interrumpida.

7.3.5 Susceptibilidad microbiana
El analisis de la microplaca de crecimiento bacteriano revelé que los todos los extractos
crudos evaluados de las anémonas estudiadas no inhibieron el crecimiento bacteriano a la

maxima concentracion evaluada (254 pg/mL).

7.3.6 Hemolisis
Las toxinas de otras anémonas de mar, incluidas Actinia equina, Anemonia sulcata,
Anthopleura xanthgrammica, Bunodosoma granulifera, Bunodosoma caissarum vy
Stichodactyla helianthus, han reportado efectos citoliticos, hemoliticos, neurotoxicos y

cardiotoxicos.

Los extractos crudos de A. texaensis mostrd una leve actividad hemolitica incluso en las

concentraciones mas altas (de 13.25%).

Concentracién 10000 1000 100 pg/mL | 10 pg/mL 1 pg/mL
pg/mL pg/mL
Muestra Hemolisis (%0)
A. texaensis 13.25 12.88 1.22 NA NA
Control + 108.26 ND ND ND ND
Control - 8.26 ND ND ND ND

7.3.7 Actividad citotdxica
Los bioensayos de inhibicion de la tubulina, toxicidad en la ontogenia de Brachydanio rerio
y hemodlisis, son indicadores de una posible actividad que derive en el hallazgo de farmacos
contra el cancer, aunque por diferentes mecanismos de accion: el efecto inhibitorio de la
tubulina puede mostrar una desaceleracion de la division celular, efecto clave para evitar el
crecimiento descontrolado de las células cancerosas, mientras que el efecto citotoxico puede
matar células especificas en ciertos puntos del crecimiento, mismo que puede servir en

terapias dirigidas durante cirugias para atacar a las células cancerosas.
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En este caso, la evaluacion de citotoxicidad en B. rerio y de hemdlisis muestran que A.
texaensis tiene la capacidad de matar células en estadios tempranos, aunque
cuantitativamente el efecto pudiese ser muy bajo; estos efectos pueden deberse a la presencia
de citolisinas o actinoporinas, las cuales son bastante comunes en las anémonas: los extractos
crudos de Heteractis magnifica, Stichodactyla haddoni y Paracondylactus sinensis
presentaron efecto hemolitico y anticancerigeno.!**También presentan efecto hemolitico: las
fosfolipasas A2 de 27, 43 y 45 kDa aisladas de Aiptasia pallida y Urticina piscivora; la Bcsl
(19 kDa) de Bunodosoma cassiarum y; el RMI (5.1 kDa) de Radianthus macrodactylus y

Tealia felina. 114115115116

Para complementar la informacion obtenida en los bioensayos, se compararon los analisis de
los extractos crudos por CLAR en dos detectores (UV/vis y ELSD), sin embargo, los
resultados no fueron determinantes para tomar la decision debido al ruido producido por la

alta cantidad de sales presentes en las muestras, los analisis se muestran en la Figura 26.

68

©



RESULTADOS Y DISCUSION

a mal Arthopleuracrudod DATA [Prastar 325 Absorbance Channel 1 ELOTO19060 |

700

600

y " o 1 i
A oA, o ADR T Tk, “RT[min]

....
-------------------------------------------------------------------

Figura 26 Analisis por CLAR en extracto crudo de Anthopleura texaensis. Equipo CLAR
Varian Inc. Columna en Fase Reversa LUNA C18 de 250 x 4.6 mm, 5 uM de particula
(Phenomenex, Inc, EE. UU.); condiciones analiticas, detectores UV/Vis a 250 nm (Arriba) y
detector de luz evaporativo con flujo de nitrégeno de 1.0 mL/min (Abajo), donde; la sefial

obtenida corresponde a la sefial debida a la presencia de sales.
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7.4 Obtencion de extracto etanolico de A. texaensis
Los especimenes de A. texaensis relajados se colocaron durante unos minutos en un
recipiente con etanol. En la Tabla 10 se muestran diferentes pesos de extractos centrifugados

y evaporados obtenidos en diferentes muestreos.

Tabla 10. Pesos de los extractos crudos en etanol en etanol de

A. texaensis de cuatro muestras en diferentes tiempos

Muestra Peso extracto (g)
1 1.05
2 1.27
3 1.69
4 0.21

7.5 Separacion biodirigida
7.5.1 Separacion por ultrafiltracion
Después de realizar los bioensayos con los extractos crudos, se decidié que se iba a perseguir
la actividad neurotdxica observada en los cangrejos, por lo que se realizo el bioensayo
después de hacer el prefraccionamiento por ultrafiltracion del extracto etandlico de A.
texaensis, en la Tabla 11 se muestra el peso obtenido de extracto en cada prefraccion y el

efecto observado en los cangrejos.

Tabla 11. Efecto de las fracciones obtenidas por ultrafiltracion del extracto etandlico de

A. texaensis sobre el cangrejo violinista (Uca sp.)

Clave Muestra Prefraccion | Peso (mg) Efecto de Uca sp.
Atex EtOH_10kDa >10 kDa 44.6 Movimientos de las extremidades
durante unos segundos,

inmediatamente se volted y muri6
Atex EtOH_10- 10-5 kDa 20.6 Movimientos fuertes de las
5kDa extremidades por 5 minutos

pausados e intermitentes con

70

©



RESULTADOS Y DISCUSION

momentos estaticos, finalmente se

volted y murid

Atex EtOH _5-
3kDa

5-3 kDa

9.4

Algunos movimientos
involuntarios los primeros minutos
y luego se quedd inmovil sin
voltearse, pero intentando realizar
movimientos, sin reaccion a

estimulos visuales

Atex_EtOH_3-
1kDa

3-1kDa

75.9

Se aletarg0, bajando las tenazas y
viéndose relajado, sin reaccion a

estimulos visuales

Atex EtOH_1kDa

<I kDa

74.6

Aletargado, pero con reaccion
defensiva y de huida, (aunque esta
Gltima con movimientos forzados)

ante estimulos visuales

Control

Control (-)

Ningun comportamiento anormal

durante toda la observacion

7.5.2 Separacion de la fraccion 3-1 kDa por Extraccion en Fase Solida de

fase reversa

Debido a que las fracciones de menor tamafio tenian mas posibilidad de derivar en una

molécula activa de tamafio molecular bajo y, por lo tanto, de configuracién sencilla, se opto

por separar a las fracciones 3-1 y <I kDa, por lo que prefraccionaron y adicionalmente se

eliminaron las sales del extracto por el método de separacion en fase soélida de fase reversa,

la tabla 10 muestra los resultados obtenidos.
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Tabla 12. Efecto en cangrejo Uca sp. De las diferentes fracciones obtenidas a partir de la

separacion en fase solida de las prefracciones menores del extracto etandlico de A.
texaensis

Prefraccion Clave Fraccion Efecto en Uca sp.

3-1 Atex EtOH_3-1kDa 95 5 95:5 Inmévil al inicio, pero actuando
con normalidad pocos segundos
después

Atex_ EtOH_3- 90:10 | Sin efecto aparente
1kDa_90 10
Atex_ EtOH_3- 80:20 | Paralisis inmediata y muerte a los
1kDa 80 20 5 minutos
Atex_EtOH_3- 50:50 | Ligera descoordinacion, pero
1kDa 50 50 activo y defensivo ante estimulos,
se observd relajacion a los tres
minutos y murio a los 10

<1 Atex EtOH_1kDa 95 5 95:5 Inmavil al inicio, pero actuando
con normalidad pocos segundos
después

Atex_EtOH_1kDa_ 90 10 90:10 | Presenta un poco de
descoordinacion ~ motora vy
relajacion, quelas bajas y sin
reaccion a estimulos visuales,
muerte a los 30 minutos

Atex_EtOH_1kDa 80 20 80:20 | Se volvio un poco aletargado y de
movimientos lentos, pero no
habia descoordinacién y
reaccionaba a la defensiva ante
estimulos visuales

Atex_EtOH_1kDa 50 50 50:50 | Sacudidas violentas,
descoordinacion inmediata,

paralisis, volteo y muerte a los 10

minutos

©
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7.5.3 Analisis cromatograficos de la fraccion 3-1 kDa
Debido a que los efectos en el cangrejo fueron poco visibles y la cantidad de material restante
de la fraccion menor a 1 kDa habia mermado mucho, y a que los efectos eran mucho més

notorios y estables en la fraccion de 3-1 kDa, la separacion se siguié haciendo con esta Gltima.

Posteriormente se realizé un analisis por CLAR en la prefraccion activa (3-1 kDa) empleando
una columna especifica para separar péptidos (Jupiter Proteo, Phenomenex Inc.) para
observar la complejidad de compuestos presentes (Figura 27), aunque el analisis mostraba
un cromatograma bastante complejo, las sefiales estaban suficientemente separadas para
realizar una separacion. Por lo anterior, se realizé una separacion manual inyectando el
extracto en esta columna (10 veces) en la Figura 27se presentan las fracciones colectadas.
Estas colectas se evaporaron y se realizé el bioensayo de neurotoxicidad como parte de la

estrategia de separacion biodirigida, los resultados se muestran en la Tabla 13.

atexcampechecolecta31_9 13 2016 7_26_38 PM.DATA - Prostar 325 Absorbance Channel 1 ELO7019060
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Figura 27 Separacion de la fraccion 3-1 kDa de A. texaensis. Analisis CLAR en equipo
binario Varian de prefraccion. Columna Jupiter Proteo (90 A, 3 um y 250x4.6 mm) en Fase
Reversa por 30 minutos con lectura de 215 nm en detector UV/Vis
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La fraccion Atex EtOH_3-1kDa_18-20 se dividié en 3 partes; La primera se empled para
determinar la actividad bioldgica, la segunda para determinar el peso molecular mediante Gel
permeable y LC-EMAR, la tercera para determinar la estabilidad térmica, a fin de identificar

la naturaleza quimica de la toxina aislada.

Tabla 13. Efecto en cangrejo Uca sp. de las diferentes fracciones
obtenidas a partir de la colecta manual de tiempos de retencién del

cromatograma de la fraccion 3-1 kDa del extracto etanolico de A.

[EENNE
Fraccién Tiempo Peso (mg) Efecto en Uca sp.
1 0-4° 18.5 Sin efecto aparente
2 4-7.5° 0.2 Sin efecto aparente
3 7.5-16’ 2.7 Sin efecto aparente
4 16-18.5’ 11.4 Sin efecto aparente
5 18.5-22’ 20.9 Paralisis y muerte
(10°)

6 22-24° 1.5 Sin efecto aparente
7 24-30° 19.7 Paralisis y muerte (1)
0 Control - Sin efecto aparente

7.5.3.1 Determinacion del peso molecular de la fraccion Atex EtOH_3-
1kDa_18-20 mediante Cromatografia de Gel Permeable (GPC)
Se utilizo una columna Yarra SEC-2000 (1-300 kDa, 145 A, 3 um) por CLAR, empleando
un equipo CLAR binario Varian 211, bajo flujo isocratico de agua:acetronitrilo 90:10, con la
intencion de evitar el uso de sales para su elusion y detector de UV a 215 nm. Para determinar
el peso molecular se calibr6 la columna con estdndares de bajo peso molecular Para asi
obtener la curva de calibracion.

En la Figura 28, se presentan tanto los cromatogramas sobrepuestos de los estandares y de
la muestra Atex EtOH_3-1kDa_18-20 (activa en el modelo de neurotoxicidad in vivo).
Como se puede observar en la figura la sefial presenta un peso molecular entre la bacitracina
(1442 Da) y el dipéptido Gly-Gly (132 Da). Mediante regresion lineal, utilizando el Log del

peso molecular y el volumen de exclusién (tiempo de elusion en fase reversa), se puede
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generar la ecuacion lineal y despejar para que en funcidon del volumen de exclusion se
conozca el peso molecular. En la Figura 29 se presenta la grafica de la regresion lineal y los

datos de regresion lineal.

Ureck 112 0

= A daens

Figura 28 Cromatogramas de la calibracion de la columna Yarra 2000, y de la determinacion
del peso molecular de la muestra Atex EtOH_3-1kDa 18-20. Los estandares empleados
fueron: Albumina (67 kDa, en color negro), Insulina (5.8 kDa, color Verde), Bacitracina (1.4
kDa, color Azul), Digly (132 Da, color Fucsia), Muestra Atex_EtOH_3-1kDa_18-20
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RT Curva de regresion ajustada ¥ =-0.2698x+6.0922
6.00
5.00 &
4.00 -
& 3.00 - =
2.00 ©
1.00
0.00
o] 2 4 6 8 10 12 14
RT
® Log ® Prondstico Log Linear (Log)
Resumen
Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién miltiple 0.93090196

Coeficiente de determinacién R*2 0.866578458

R*2 ajustado 0.822104611

Error tipico 0.41650141

Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de libertad

Regresién 1

Residuos

Total 4

Coeficientes
b 6.092195881
m -0.269767258

Figura 29 Datos de la regresion lineal en la calibracion de la columna Yarra
2000. Grafica de la regresion lineal (Datos de regresion lineal)

De la Figura 29 se recuperan los datos de la ordenada a la origen (b=6.0921) y la pendiente
(m=-0.2697), para generar la ecuacion de la recta: Ve=-0269767LogMW + 6.0982, de donde
MW= AntiLog[Ve-6.09982/0.269767]. Interpolando el volumen de exclusion de la muestra
ATEX ETOH_3-1KDA 18-20: 836.09 Da. Resultado no esperado, porque en la literatura
esta reportado que la mayoria de las neurotoxinas aisladas de anemonas son polipéptidos con
pesos moleculares de 2-8 kDa (vida supra, Tabla 3, Pagina). Por lo anterior, se procedié a
determinar su estabilidad térmica, seguido de su hidrdlisis para determinar si su naturaleza

quimica era peptidica.

7.5.4 Desnaturalizacion de la muestra
Posteriormente se intentd desnaturalizar la fraccion activa ATEX _ETOH_3-1KDA_18-20,
sin embargo, aunque el bafio Maria se aplico hasta llevar la muestra a sequedad, al
reconstituir la muestra en agua HPLC y evaluar la actividad bioldgica, los resultados

demostraron que la actividad no se perdié. Lo cual podria ser un indicador de que el
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compuesto bioactivo es una neurotoxina de naturaleza no peptidica, debido a que la mayoria
de los polipéptidos se desnaturalizan con el calor; o bien que es un polipéptido termoestable,

aungue son pocas las proteinas reportadas.

La hidrolisis con &cido clorhidrico (HCI) 6N con calentamiento a 60 °C, dio negativo en la

presencia de aminodcidos, reforzando la idea de una toxina no peptidica.
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CONCLUSIONES

Se colecto e identificé la anemona Anthopleura texaensis.

El extracto crudo evaluado no presento actividad en letalidad en nauplios de Artemia
salina, inhibicion de tubulina en Brachydanio rerio ni en susceptibilidad microbiana

en Escherichia coli y Enterococcus faecalis.

El extracto crudo de la anémona evaluada presento actividad neurotdxica en Uca sp.,

toxicidad en la ontogenia de Brachydanio rerio.

El extracto crudo de la anémona Anthopleura texaensis presento actividad hemolitica.

El extracto crudo de Anthopleura texaensis causo relajacion, autotomia, paralisis y

muerte de Uca sp.

La hidrolisis de la fraccion ATEX_ETOH_3-1KDA 18-20 con acido clorhidrico
(HCI) 6N, dio negativo en la presencia de aminodacidos, reforzando la idea de una

toxina no peptidica.

Por medio del andlisis por CLAR y con el uso de los bioensayos, se determiné la

presencia de una posible neurotoxina de naturaleza no peptidica.
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