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Resumen

Los cnidarios son un grupo de animales acuaticos ampliamente distribuidos en los océanos
del mundo que a pesar de su anatomia relativamente simple, se han reconocido como
animales versatiles, capaces de someter a sus presas y repeler a sus depredadores
evolutivamente mas sofisticados mediante estructuras celulares especializadas denominadas
nematocistos. El veneno de estos organismos contiene enzimas, toxinas formadoras de poro
y neurotoxinas. La clase Cubozoa es el grupo de organismos mas pequefio dentro de los
Cnidarios comprendiendo alrededor de 50 especies y es conocido porque los miembros de
esta clase son particularmente toxicos. Carybdea marsupialis es una cubomedusa atlanto-
mediterranea de estructura cubica tipica capaz de infligir picaduras urticantes y perteneciente
al orden Carybdea. Hasta la fecha se han reportado en Italia y Espafia casos clinicos que
relacionan a C. marsupialis con manifestaciones clinicas sistémicas similares a las reportadas
en casos del Sindrome de Irukandji (dolor abdominal, nauseas, transpiracion copiosa,
hipertensidn, taquicardia ansiedad y estrés). En el presente trabajo se determind que el veneno
procedente de los nematocistos de los tentaculos y las campanas de C. marsupialis posee
actividades bioldgicas relacionadas con el Sindrome de Irukandji y que la toxina Cmtr1.1
aislada del veneno de los tentaculos estimula la liberacion de catecolaminas en células
cromafines mediante la modulacién de [Ca?*], lo cual podria explicar los signos y sintomas
reportados en victimas de envenenamiento debido a la picadura de este organismo. Asi
mismo se demostré que el veneno procedente de los nematocistos ubicados en las campanas
posee actividad citotoxica, proteolitica y neurotdxica.
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1.1.- Phylum Cnidaria

Los cnidarios son un grupo de animales acuaticos ampliamente distribuidos en los océanos
del mundo que a pesar de su anatomia relativamente simple se han reconocido como
animales versatiles, capaces de someter a sus presas y repeler a sus depredadores
evolutivamente mas sofisticados (Jouiaei, Yanagihara, et al. 2014). Este grupo de animales
venenosos es el mas antiguo que existe y todos sus miembros son organismos predatorios
(Turk y Kem 2009). El phylum Cnidaria, que incluye a las anemonas, corales, medusas e
hidroides, se integra de organismos diblasticos, cuyo epidermoy gastrodermo se encuentran
separados por tejido conectivo denominado mesoglea, el cual incluye células provenientes
de las otras laminas germinales. El peculiar nombre del phylum se deriva de estructuras
tipicas especializadas que componen en su conjunto un aparato Unico de liberacion del
veneno denominado cnidocisto, el cual es empleado para inyectar un coctel de toxinas a otros
organismos para defenderse o cazar. (Fig. 1) (Marottini y Pane 2013). Debido a la diversidad
morfoldgica de los cnidocistos se han clasificado en tres categorias: nematocistos, spirocistos
y ptichocistos. Actualmente se acepta la existencia de mas de 24 tipos de cnidocistos y se
propone que las diferencias morfoldgicas implican funciones especificas relacionadas con
la captura de las presas o defensa, en otras palabras penetracion o adherencia (Bridge,
Cunningham, et al. 1996). Sin embargo, en los ultimos afios se han publicado reportes en los
que se ha afirmado que es posible encontrar compuestos con actividad biolégica en otros
tejidos corporales (Sher, et al. 2005).

Las secreciones producidas por los nematocistos son mezclas complejas de polipéptidos asi
como de proteinas de mediano y alto peso molecular con funcién defensiva-ofensiva que
permiten capturar a su presa y generar reacciones toxicas e inmunologicas (David, et al.
2008).
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Fig. 1 Esquema de un nematocisto (Livingstone 2015).

El phylum Cnidaria ha sido considerado por los cientificos como un grupo apasionante y
unico, ya que todos los miembros pertenecientes a este grupo son toxicos. Dentro de este
phylum, las medusas como las anémonas ocupan un lugar preponderante en la produccion
de venenos altamente toxicos. Asimismo, datos moleculares y fosiles sitdan al phylum
Cnidaria en el periodo Edicariano, haciendo de estos organismos representantes del linaje
mas antiguo de animales venenosos y como uno de los mas prometedores para el
descubrimiento de nuevas toxinas con actividad bioldgica, ya que la diversidad de este
phylum se asocia a la variedad quimica de sus venenos, representando una fuente cuasi
ilimitada de sustancias bioactivas utiles para el desarrollo de nuevos farmacos (Menon,
Mcliroy y Brasier 2013).

Sorprendentemente, a pesar de que se han descrito méas de 10000 especies de cnidarios,
solo algunas han sido estudiadas a detalle y la mayoria de los estudios toxicoldgicos del
veneno de estos organismos se han centrado en la clase Anthozoa (principalmente en
anémonas) aungue algunas otras clases han sido estudiadas como: Hydrozoa, Scyphozoa y

en menor medida la clase Cubozoa (Torres-Ramos y Aguilar 2003).



1.1.1-Filogenia de los cnidarios

A través de los afios ha existido una gran controversia acerca de la filogenia del phylum
Cnidaria, no obstante, en funcion de los datos obtenidos del estudio del DNA mitocondrial
y los diferentes ciclos de vida de los cnidarios, el phylum ha sido dividido en dos subphyla:
Anthozoa y Medusozoa (Fig.2) (Kayal, et al. 2013). Por un lado los cnidarios pertenecientes
al subphylum Anthozoa poseen DNA mitocondrial circular de manera similar a algunos
metazoos, mientras que los cnidarios pertenecientes al subphylum Medusozoa poseen DNA
mitocondrial lineal (Collins 2002). Asi mismo, los miembros de las clases Hydrozoa,
Schyphozoa, Staurozoa y Cubozoa que pertenecen al subphylum Medusozoa, comparten un
ciclo de vida trifasico el cual incluye las siguientes etapas: larva de vida libre, estadio de
polipo sésil y el estado de medusa pelagica. En contraste los miembros del subphylum
Anthozoa han perdido el ultimo estadio del ciclo de vida (estadio de medusa), siendo el

estado adulto sésil el estado de madurez sexual.

Anthozoa | Heaconlla

Octocorallia

Phylum Cnidaria

Scyphozoa

Cubozoa

Medusozoa Hydrozoa

Fig.2 Clasificacion tradicional y relaciones dentro del phylum Cnidaria. (Bridge, Clifford, et
al. 1995;Kayal, et al. 2013).



A su vez, los cnidarios han sido clasificados tradicionalmente en cinco clases taxonomicas
en funcion de sus caracteristicas anatomicas y su ciclo de vida: la clase Scyphozoa (medusas),
la clase Cubozoa (cubomedusas), la clase Hydrozoa (corales de fuego), la clase Staurozoa

(Estauromedusas) y la clase Anthozoa (anémonas y corales blandos) (Fig. 3).

Fig. 3 Fotografias representativas de Cnidarios. El color de las cajas corresponde al color
de los clados de la Fig.2. Amarillo: Scyphozoa. A este grupo pertenecen las medusas
“verdaderas®”. Su tamano varia desde unos centimetros hasta mas de un metro. (A)
Chrysaora quinquecirrha. (B) Cephea cephea. (C) Pelagia noctiluca.Verde: Hydrozoa.
El grupo de los Hidropolipos e hidromedusas. (D) Crossota millsae. (E) Physalia
physalis. (F) Podocoryna carnea. (G) Hydractinia. Naranja: Cubozoa. A este grupo
pertenecen las medusas mas toxicas. Tipicamente poseen campanas en forma de cubo y
uno o0 mas tentaculos en cada esquina. (H) Copula sivickisi .Rojo: Staurozoa. Este grupo
de cnidarios incluye al orden stauromedusae de los cyphozoos. (1) Haliclystus
californiensis. Azul claro: Octocorallia. Este grupo abarca los denominados corales
blandos, las gorgonias, las plumas de mar, y el coral azul. (J) Clavularia sp. (K)
Pennatula sp. (L) Gorgonia ventalina. Azul fuerte: Hexacorallia. Este grupo incluye a
las anémonas y corales verdaderos. (M) Porites sp. (N) Tubastrea faulkneri. (O)
Heteractis magnifica (Zapata, et al. 2015).


https://es.wikipedia.org/wiki/Corales_blandos
https://es.wikipedia.org/wiki/Corales_blandos
https://es.wikipedia.org/wiki/Gorgonia_marina
https://es.wikipedia.org/wiki/Pluma_de_mar

1.1.2.-Sistema de suministro de veneno

El phylum Cnidaria se caracteriza por haber desarrollado estructuras celulares
denominadas cnidocistos, capaces de generar la descarga de su contenido después de su
activacion. Los cnidocistos son células redondeadas con el ndcleo ubicado en posicién basal,
un flagelo modificado y un organulo apical caracteristico denominado nematocisto contiguo
al cnidocilio (sensor de estimulos mecanicos) (Fig. 1). Los nematocistos contienen mezclas
complejas de compuestos bioactivos (Veneno) que sirven a los organismos de este phylum
para atrapar, someter Yy digerir a sus presas, asi como disuadir y repeler a sus competidores
0 depredadores (Orts, et al. 2013).

Los nematocistos son estructuras que se localizan abundantemente en los tentaculos y hasta
el momento se han reconocido como estructuras especializadas en la sintesis de proteina y
péptidos tdxicos, sin embargo se han reportado evidencias morfoldgicas que sugieren la
presencia de células similares a los nematocistos en los canales gastricos (gastric cirri) y se
ha demostrado que algunas células del ectodermo o células glandulares del endodermo
pueden sintetizar componentes del veneno (Acevedo, et al. 2013.). Particularmente en los
cubozoos, los cnidocistos se distribuyen en diferentes partes del organismo y se clasifican
en tres tipos principales: nematocistos penetrantes, espirocistos envolventes y ptychocistos
aglutinantes. Taxondmicamente, las caracteristicas morfologicas de los cnidocistos son muy
informativas, ya que se han utilizado para distinguir diferentes organismos pertenecientes a
especies muy relacionadas y la predominancia o presencia de cierto tipo de cnidocisto es
indicativo de una clase o especie. Estudios recientes han mostrado que la abundancia y
variacion de tamafio de los cnidocistos puede depender de factores especificos como el tipo
de presa o ecosistema en que habita un organismo. (Ostman C 2000; Moran, Genikhovich,
etal. 2012)

El mecanismo de descarga de los nematocistos inicia como respuesta a un estimulo externo
(mecénico o quimico) que ha sido arduamente estudiado, sin embargo permanece sin ser
entendido completamente y es explicado de manera general por la teoria de tensién/6smosis.
Este mecanismo propone que a medida que la presion osmotica del fluido intracapsular de

los nematocistos aumenta como consecuencia de la exposicion de estos a un estimulo, se



promueve la exocitosis del contenido de la capsula del nematocisto. Por tanto, cuando la
diferencia de presidn existente entre la pared capsular y la presion intracapsular excede un
punto critico de equilibrio (140 atm) se inicia la descarga del contenido capsular durante el

proceso de eversion-extension del nematocisto. (Ozbek, Balasubramanian y Holstein 2009).

1.1.3.-El veneno de los cnidarios

Los cnidarios y especialmente la clase Cubozoa se reconocen como uno de los grupos de
organismos venenosos mas letales, cuyos venenos son capaces de generar efectos
cardiotoxicos en mamiferos, crustaceos, larvas y pequefios peces utilizando una amplia
mezcla de proteinas y péptidos toxicos (Zhang, et al. 2003). Curiosamente en muchos
organismos venenosos se han encontrado proteinas en el veneno que juegan un papel
importante en la digestién y que ademas son sintetizadas en érganos diferentes (Casewell,
etal. 2012).

El veneno de los cnidarios como el de otros organismos venenosos, cumple un papel dual de
defensa y forrajeo, el cual se ha desarrollado evolutivamente para permitir la supervivencia
de los individuos durante sus relaciones tréficas, por lo cual se ha sugerido que los
componentes toxicos de diferentes linajes han sido seleccionados a lo largo de la evolucion
como un subproducto que permite asegurar y digerir a las presas (Fry, et al. 2009; Mackessy,
Williams y Ashton 2003). Debido al posible rol dual toxico-digestivo de las proteinas en el
veneno se han propuesto origenes alternativos de su produccion (Bottrall, Madaras, et al.,
2010). Sin embargo, en el caso concreto de los cnidarios, no se han reportado glandulas
venenosas  especializadas ni glandulas digestivas, pero estos organismos contienen
estructuras especializadas (nematocistos) ubicadas de manera anatobmicamente especifica
segun la especie (Badré S 2014). Por otro lado, se ha observado que muchas de las presas de
estos organismos son inmovilizadas al contactar con los tentadculos inmediatamente o
pueden mantener la capacidad de moverse hasta que son insertadas en el manubrio. A pesar
de la polémica generada por la discrepancia entre los dos efectos del veneno, se ha
propuesto que el papel de los nematocistos y la potencia del veneno que contienen deben
jugar un rol central en el proceso de caza y digestion de la presa (Gershwin L 2006)



1.1.4.-Composicion general del veneno de los Cnidarios

El veneno de los Cnidarios es considerado muy diverso y su composicién puede variar en
funcion del organismo, su habitat, asi como de la porcién anatdmica de donde provengan los
nematocistos descargados en el proceso de extraccion. Este hecho se ha constatado a través
de los afios mediante multiples experimentos analiticos y observaciones clinicas, tras los
cuales se ha determinado que el veneno de estos organismos comprende un gran namero de
componentes que han evolucionado a través de millones de afios confiriendo al veneno de

los cnidarios una gran diversidad de toxinas (Tabla 1).

De manera general, se ha determinado que el veneno de estos organismos contiene una
amplia gama de componentes que varian desde compuestos no proteicos hasta proteinas de
alto peso molecular, sin embargo se ha establecido que el veneno de los Cnidarios es
mayoritariamente proteico y que habitualmente las toxinas que contiene son labiles
(Tabla 1). Se ha reportado que el veneno de estos organismos puede contener toxinas con
actividad enzimatica como: fosfolipasas A, detectadas en homogenizados de tentaculos en
los subfilos Anthozoa, Scyphozoa, Hydrozoa y Cubozoa (Talivinen y Nevalainen 2002),
metaloproteasas detectadas en el veneno de las medusas Stomolophus meleagris y Chironex
fleckeri (Li, et al. 2014; Jouiaei, Casewell, et al. 2015), actinoporinas presentes en Anthozoa
e Hydrozoa (Glasser, et al. 2014), hidrolisinas encontradas en células de endodermo adrenal
de la hidra verde (Chlorohydra viridissima) (Moran, Prahaer, et al. 2013), colagenasas,
hialuronidasas, proteasas, fibrinolisinas, cardiotoxinas, miotoxinas y nefrotoxinas, asi como
diversas neurotoxinas encontradas principalmente en anémonas (Lazcano-Perez, et al. 2016).
Incluso algunos tipos de familias de toxinas que se han encontrado en otros animales
venenosos han sido identificados en organismos pertenecientes al phylum Cnidaria como es
el caso de los péptidos de tipo Kunitz (Gilquin, etal. 2002) o toxinas blogueadoras de canales
de potasio dependientes de voltaje Kv1 (Fry, et al. 2009).

Por otro lado, aunque en menor medida, se ha reportado la presencia de compuestos no
proteicos en el veneno de cnidarios como: catecolaminas, aminas vasoactivas (histamina),

bradicinina, (Walter, Martinex y Godin 1977), prostaglandinas PGA. en Plaxaura



homomalla (Weinheimer y Spraggins 1969) y la palitoxina en el zoantido Palythoa toxica
(Moore y Scheuer 1972), entre otros. También algunos reportes indican que los cnidarios
producen sustancias antitumorales, por ejemplo los prostanoides aislados de extractos de
Clavularia viridis, los cuales inhiben el crecimiento de células tumorales de la leucemia entre
otros (Honda, et al. 1985).

En el caso particular de los venenos de organismos pertenecientes a la clase Cubozoa, se
dice que su veneno contiene citolisinas basicas (42-46 kDa) que no son frecuentes en otros
cnidarios (H. Nagai, K. Takuwa, et al. 2000). Algunos estudios en modelos animales han
demostrado que las toxinas de estos organismos causan dolor, inflamacion, necrosis en la

piel y son potencialmente letales.

1.1.5.-El papel del veneno de los cnidarios en el descubrimiento de nuevos principios
activos

La comunidad cientifica dedicada a la toxicologia se ha encargado de la caracterizacion de
las propiedades biofisicas y bioquimicas de los componentes toxicos provenientes del veneno
de diversas medusas, anemonas y corales, capaces de causar dolor severo, sensacién de ardor
asi como colapso cardiovascular y muerte. Sin embargo, no hay que perder de vista que
muchos de estos compuestos con implicaciones serias en la salud humana pueden ser
utilizados como herramientas moleculares para el estudio de la fisiologia celular o como una

fuente de principios activos Utiles en tratamientos paliativos o terapéuticos.

Un ejemplo claro de la aplicacion de compuestos aislados de venenos de cnidarios utilizados
en el estudio de la fisiologia celular y la bldsqueda de nuevos farmacos es el uso de un
compuesto no proteico altamente toxico denominado palitoxina. Este compuesto ha sido
aislado de un coral suave del orden Zoantharia y su mecanismo de accion recae en la
interaccion de este con la bomba de Na*, K* ATPasa, induciendo la conductancia pasiva de

iones K* y Na*, provocando la despolarizacion de la membrana y la contraccién de tejidos.
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Toxina Clase fundadora Funcion PM(kDa) Ref.
Enzimas
PLA2 Anthozoa, Cubozoa, Citolitica, hemolitica 13-45  (Mariottini y Pane 2014)
Schyphozoa, Hydrozoa Digestion de la presa
MMP Schyphozoa, Cubozoa, Citotoxica,citolitica 17-130 (Lee, etal. 2014)
Anthozoa Dafio del tejido local
Toxinas formadoras de poro (Citolisinas)
Actinoporinas 'y Anthozoa, Hydrozoa Citolitica, hemolitica 20 (Uechi, etal. 2005)
Proteinas actinoporin-like Arresto respiratorio y cardiovascular
JFTs Cubozoa Hemolitico, cardiotoxico, citolitico 42-46  (Brinkman,et al. 2014)
Miotdxico, Inflamacion cutanea
Proteinas relacionadasa  Hidrozoa, Anthozoa Citolitica 27-31 (Zhang, et al. 2003)
Hidralisinas Digestion de la presa
MAC-perforina Anthozoa Citolitica , hemolitica 60  (Oshiro, etal. 2002)
Neurotoxinas
NaTxs (Tipo I-111) Anthozoa Neurotdxica, cardiotoxica e insecticida 3.0-8.0 (Yan, etal. 2014)
KTxs (Tipo LIy 1V, V) Anthozoa Neurotdxica, hipotensiva, cardiotéxica 3.0-4.0 (Lazcano-Perez, etal. 2016)
Analgésica, antimicrobiana, inmunosupresora (Chi, et al. 2012)
Péptidos tipo Kunitz Anthozoa Paralitica, Inhibidor de serin proteasas 6  (Gladkikh, etal. 2012)
(Tipo KTxsll)
SCRIPs Anthozoa Paralitica 4.3-5.3 (Jouiael, et al. 2015)
SCRiPs homologos Anthozoa
Inhibidores ASIC Anthozoa Analgésica 3 (Osmakov, et al. 2013)
Inhibidores TRPV1 Anthozoa Analgésica 3 (Andreev, etal. 2008)

Componentes bioactivos no proteicos

Serotonina
Histamina
Bunodosine
Caissarona

Hydrozoa, Anthozoa
Anthozoa
Anthozoa
Anthozoa

Vasodilatacion, dolor agudo
Vasodilatacion, dolor agudo
Analgésico
Antagonista del receptor de Adenosina

(Sher, et al. 2005)
(Mathias, et al. 1960)
(Zharenko, et al. 2011)
(Cooper, et al. 1995)

En esta tabla se engloban los principales componentes aislados de diversos venenos de organismo
correspondientes a diversas clases del
metaloproteasas. JFTs; Toxinas de medusas. MAC; proteinas de complejo de ataque a membrana
(Porinas). NaTxs; Toxinas que afectan canales de Sodio dependientes de voltaje. KTxs; Toxinas que
afectan canales de Potasio dependientes de voltaje (Tipo Kunitz). SCRIiPs; Pequefios péptidos ricos
en Cisteina. Inhibidores ASIC; Inhibidores de Canales de tipo ASIC (Acid-sensing ion cannel).
Inhibidores TRPV; Inhibidores de receptores tipo TRPV (Transient Receptor Potencial Vanilloid).
Modificado de (Jouiaei, Yanagihara, et al. 2014).

phylum Cnidaria.

PLAZ2; fosfolipasa tipo 2. MMP;
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La palitoxina se ha aprovechado como herramienta molecular para el estudio
electrofisiologico de tejidos excitables (Wu 2009). Asi mismo, se ha descrito que la
palitoxina posee actividad anti cancerigena contra células malignas procedentes de tumores
de cabeza y cuello, proponiéndose como el mecanismo de accidn la distorsion de filamentos

de actina y la activacion de la apoptosis (Gorogh, et al. 2013).

Investigaciones recientes en cuanto a la caracterizacion diversos componentes proteicos
aislados de diversos cnidarios, han mostrado que la aplicacion de estos como agentes
terapéuticos para diversas enfermedades cronico-degenerativas como el cancer y el
Alzheimer es posible. Por ejemplo la neurotoxina ShK aislada de la anemona Stoichactis
heliantus ha mostrado poseer actividad inmunosupresora relevante (Chi, et al. 2012) y
actualmente se encuentra en estudios de fase preclinica para su uso en humanos (Tabla 2).
Otro ejemplo importante es el uso de citolisinas e inhibidores de proteasas como la
Equinotoxia Il (EQT II) vy la Equistatina que han mostrado actividad anti tumoral
significativa contra lineas celulares de leucemia L1210, células tumorales de Erlich y células
cancerigenas procedentes de cancer de mama (Yi-Lian, et al. 2004;Lenarcic, et al. 1997).
Finalmente, un ejemplo notable de la aplicacion de toxinas como agentes terapéuticos en
enfermedades del sistema nervioso central, es el efecto de un inhibidor de butilcolinesterasa
aun no caracterizado procedente del veneno de la medusa Pelagia noctiluca, cuyo uso
potencial para el tratamiento de enfermedades como la demencia senil y el Alzheimer est&
siendo estudiados recientemente (Morabito, et al. 2013;Ayed, et al. 2016).
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Tabla 2. Ejemplos de péptidos obtenidos de venenos o sus derivados que se encuentra
aprobados para su uso clinico o en diferentes fases de desarrollo.

Péptido/ Actividad
Animal proteina farmacoldgica Prescripcion Estado Ref.
FDA (Todd 1981)
aprobado
Inhibidor de la enzima Hipertension (2981)
convertidora de
Serpiente | Captopril (Teprotide) angiotensina
FDA (Califf 1998)
Eptifibatide Inhibe la unién del aprobado
Serpiente (Integrilina™) fibrindgeno al receptor Angina de pecho (1998)
glicoprotéico de
plaquetas I1b/Illa
FDA (Liu 2012)
Caracol? o-Conotoxina Bloquea el canal de aprobado
Conus MVIIA (Ziconotide) calcio dependiente Dolor cronico (2004)
de voltaje Cav2.2
(Davidson,
FDA Bate and
aprobado Kirkpatrick
Lagarto Exenatide (Byetta®) | Segregacion de insulina | Diabetes mellitus tipo 2 (2005) 2005)
Accidente (Nielsen
cerebrovascular 2016)
Serpiente Ancrod Anticoagulante isquémico Fase 11l
Caracol | X- ConotoxinaMrlA | Inhibe el transportador (Souza, et al.
Conus! (Xen2174) de noradrenalina Dolor cronico Fase Il 2013)
(Ojeda,
Chlorotoxina Se une a la superficie Wang y
Escorpion ( TM-601) del glioma MMP2 Glioma Fase Il Craik 2016)
limitando su habilidad
de invasion
(Smith y
Bloquea los canales Gonzales
Arafia Psalmotoxina-1 ionicos (ASICa) Dolor inflamatorio Pre-clinica 2014)
Liberacion de 6xido (Silva, et al.
Arafia Tx2-6 nitrico Disfuncion eréctil Pre-clinica 2015)
Anémona Bloquea los canales de Enfermedades (King 2013)
! ShK potasio autoinmunes Pre-clinica
dependientes de voltaje
Kvl.3
'Ejemplos mas representativos de péptidos obtenidos de venenos de organismos marinos que

actualmente han sido usados como principios activos para diferentes medicamentos.
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1.2.-Clase Cubozoa

A pesar que Cubozoa es la clase mas pequefia del phylum Cnidaria, ya que solo se han
descrito 50 especies, es muy conocida por sus caracteristicas especiales, entre ellas su
toxicidad (Bentlage, Cartwrigth, et al.,2010). Las medusas pertenecientes a esta clase,
producen una mezcla de proteinas toxicas las cuales, al igual que en otros cnidarios, son
almacenadas en nematocistos y son usados primordialmente para capturar a sus presas. El
veneno producido por estos organismos consta de toxinas con un amplio rango de actividades
bioldgicas como: neurotoxicidad, actividad citolitica y actividades enzimaticas (fosfolipasas

Ay y proteasas) (Frazo, Vasconcelos y Antunes 2012).

El entendimiento y tratamiento de los sintomas del envenenamiento causado por los
organismos pertenecientes a la clase Cubozoa se debe principalmente a los esfuerzos por
caracterizar las toxinas presentes en el veneno de estos organismos. El integrante mas
estudiado de esta clase es Chironex fleckeri, que es conocida como la medusa mas letal y es
una de las especies mas venenosas del mundo, mientras que las especies menos estudiadas

son Chiropsalmus quadrigatus y Carybdea marsupialis (Pereira'y Seymour 2013).

A pesar de las décadas de investigacion bioquimica, toxicoldgica y farmacoldgica del
veneno de estos organismos solamente muy pocas toxinas han sido caracterizadas y sus

mecanismos de accidn permanecen sin ser aclarados.
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Anémonas y corales
Cubozoa Scyphozoa Hydrozoa

Chirodropida Carybdeia Siphonophorae

Physaliiidae Olindidae
Chirodropidae Physalia physalis Olindias sambaquiensis

Chironex fleckeri e
Alantinidae ;
ATnting e Samaeostomemeae Rhizostomeae

Carybdea alata

Chiropsalmidae

Rhizostomatidae
Cyaneidae Rhopilema nomadica

Chiropsoides
quadrigatus

Carukiidae
Carukia barnesi
Malo kingi
Molo maxima

Cyanea capillota Rhopilema esculentum
: Pelagiidae
Carybdeidae Pelagia noctilica
Fig. 4 Clasificacion del subphylum Medusozoa. Fuente: World register of marine species (Worms),

Cyanea nozakii Nemopilema nomurai
Carybdea rastonii
http://www.marinespecies.org/index.php 17.03.2017. La clase Cubozoa y algunos ejemplos de

Cyanea lamarckii
Stomolophidae
Stomolophus meleagris
Carybdea marsupilis Ulmaridae
Aurelia aurita
especies de cada familia se encuentran resaltados en azul claro.

1.2.1- Efectos de las picaduras de cubomedusas en humanos

La importancia clinica y farmacoldgica de las toxinas marinas, venenos y ponzofias ha sido
un topico de interés para los toxinélogos que se ha incrementado a lo largo de los afios. Sin
embargo, debido a las complicaciones técnicas en cuanto a los métodos de extraccion,
purificacion de los componentes y la variacion de los resultados obtenidos de los venenos
de origen marino; los Cnidarios, especialmente los de la clase Cubozoa no han sido
ampliamente estudiados. Actualmente se ha establecido que solo 50 especies de medusas
son venenosas y cinco de estas se consideran potencialmente mortales para el hombre

(Carukia barnesi, Malo maxima, Malo kingii, Gerongia rifkinae y Carybdea spp.) (Little,
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Pereira, et al., 2006). Las medusas antes mencionadas pertenecen a los érdenes Carybdeidae
y Chirodropidae, relativamente dafiinas para los seres humanos y potencialmente letales
(Fig. 4). El espectro de sintomas que manifiestan las victimas de envenenamiento varia
significativamente en funcion de la especie con que se tenga contacto (Tabla 3). En el caso
de los carybdeos como Carybdea rastoni, Carybdea alata y Carybdea marsupialis, el
contacto con sus tentaculos genera un amplio rango de sintomas entre los que destacan; dolor
cutaneo, inflamacion, erupciones vesiculares e hipersensibilidad (Nagai H 2003). En
contraste, los efectos que tienen los venenos de los carybdeos australianos como Carukia
barnesi, se asocian con efectos de caracter generalizado como el sindrome de Irukandji
(Barnes 1964), en el cual es posible observar efectos sistémicos que se desarrollan en un
rango de 5 a 120 minutos, incluyendo dolor abdominal, nauseas, transpiracion copiosa,
hipertensidn, taquicardia ansiedad y estrés (Gershwin, 2007). Por otro lado, Chironex fleckeri
pertenece al orden Chirodropidae y es considerada la medusa mas peligrosa del mundo. El
contacto con sus tentaculos produce reacciones inflamatorias cutaneas muy dolorosas y
sintomas  sisttmicos como: dolor, hipertension, pérdida de la conciencia y fallas
cardiorrespiratorias (Brinkman y Burnell 2009). La muerte que pude ocurrir dentro de
algunos minutos después del envenenamiento se atribuye a los efectos cardiacos vy
respiratorios del veneno. Otras especies pertenecientes a este orden como Chiropsalmus
quadrigatus inducen dolor local, inflamacién cutanea y efectos cardiorrespiratorios
potencialmente letales (Cegalon, et al. 2013).

Dada la diversidad y severidad de los sintomas generados por diferentes especies de medusas,
es probable que los venenos de las cubomedusas varien en composicion, potencia y actividad
bioldgica. Asimismo las distinciones morfologicas entre los 6rdenes Chirodropidae y
Carybdeidae pueden jugar un papel importante, ya que los primeros poseen tentaculos
multiples, mientras que los segundos solo poseen cuatro tentaculos, por lo que las dosis
inyectadas por los Chirodropideos pueden ser considerablemente mayores que las inyectadas
por los Carybdeos. Sin embargo existen excepciones, ya que algunos Carybdeos que pueden
producir el sindrome de Irukandji son potencialmente méas letales para los seres humanos,

que algunos Chirodropideos como C. barnesi (Brinkman y Burnell 2009).
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Tabla 3. Sintomas locales y sistémicos observados después del contacto con una

cubomedusa.
Sintomas Sintomas
Clase Especie locales sistémicos.
Reaccion
Cubozoa Chironex fleckeri cutanea Dolor
Pérdida del
Dolor conocimiento

Chiropsalmus

Quadrigatus

Cicatrizacion

Reaccion
cutanea

Cicatrizacion

Falla cardiaca y
respiratoria

Muerte

Falla cardiaca 'y
respiratoria

Reaccion
Carybdea rastoni cutanea -
Dolor
Reaccion
Carybdea marsupialis cutanea -
Dolor
Sindrome
Alatinamordens Eritema irukandjit
Sindrome
Carybdea alata Eritema irukandjit
Sindrome
Carakia barnesi Eritema irukandjit
Sindrome
Malo kingi Eritema irukandjit
Sindrome
Malo maxima Eritema irukandjit

'El sindrome de Irukandji es un conjunto de sintomas causados por el envenenamiento
causado por medusas. Comprende dolor abdominal, nauseas, vomito, ansiedad, hipertension,
taquicardia y edema pulmonar (Badré S 2014; Fenner y Lippmann 2009)

1.2.2.-Sindrome de lrukandji

Los signos y sintomas generados en humanos debido al encuentro con medusas de la clase
cubozoa es muy amplio y su patogénesis ha sido inferida a traveés de multiples estudios

experimentales, asi como de correlaciones clinicas. Hasta el momento, la etiologia de estos
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no ha sido elucidada y de manera general, las manifestaciones clinicas generadas por la
picadura de estos organismos se han englobado en la definicion del Sindrome de Irukandji
(1S). Este sindrome fue definido por primera vez en los afios cincuenta y recibe su nombre
debido a una tribu aborigen que habitaba en la region de Irukandji en Australia, cuyos
integrantes sufrian recurrentemente manifestaciones clinicas correspondientes a este
sindrome, aunque los reportes mas antiguos de IS se ubican en las Filipinas (Carrette,

Underwood y Seymour 2012).

El IS es descrito como una serie de signos y sintomas sistémicos retardados que hacen su
aparicion en un promedio de 45 minutos tras el contacto con alguna medusa y cuyos efectos
pueden llegar a durar desde algunas horas hasta siete dias. Los signos y sintomas que
comprenden este sindrome son: eritema, nauseas, vomito, dolor muscular intenso,
contracciones involuntarias, dolor lumbar, dolor de cabeza, sudoracion copiosa, hipertension
y en muchos casos clinicos se han reportado fallas cardiorrespiratorias (Carrette,
Underwood y Seymour 2012; Tibballs, et al. 2006). EI amplio rango de sintomas vy la
severidad variable de los mismos no han permitido definir correctamente al sindrome, ya que
para algunos pacientes los signos y sintomas del envenenamiento por el encuentro con
alguna cubomedusa pueden ser minimos o inocuos, mientras que otros pueden experimentar
complicaciones y sintomas severos que incluso pueden amenazar la vida del paciente. Cada
afio se reportan entre 100 y 200 casos de IS y solo se han reportado dos decesos directamente
relacionados a este sindrome hasta el afio 2008 (Baguley 2008). A pesar de que IS puede
amenazar la vida de las victimas de picaduras de medusas, no es una enfermedad prioritaria
para los sistemas de salud de los paises donde suelen ocurrir estos casos, debido a que la
incidencia de envenenamientos es baja, sin embargo a nivel local, representa un alto costo
para las comunidades donde estos casos ocurren con mayor incidencia (Fig. 5). Por otro lado,
ademas de los costos directos asociados al tratamiento de las victimas de IS, existen efectos
indirectos en la economia de estas comunidades, como las afectaciones al turismo, ya que los
casos de IS son ampliamente publicitados y generan la sensacidn de inseguridad en el publico

causando peérdidas a la industria turistica.

Actualmente muchas teorias se han propuesto para explicar la patogénesis del sindrome,

sin embargo ninguna ha sido concluyente, ya que se han inferido tanto de investigaciones
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experimentales y ensayos in vitro, como de los casos clinicos documentados especialmente
del area del Indo-Pacifico, Texas, Florida, Queensland y China. Una de las teorias mas
aceptada hasta el momento es que el sindrome de Irukandji debe ser ocasionado por una
toxina o grupo de toxinas que permitan la liberacion excesiva de catecolaminas endogenas,
debido a la similitud clinica entre el sindrome de Irukandji y las crisis catecolaminérgicas
provocadas por feocromacitomas?® (Tabla 4).

Fig. 5 Mapa de la distribucion global de los casos documentados de Sindrome de Irukandiji
asociados a la picadura de una cubomedusa (Gershwin, et al. 2013).

'Feocromacitomas: Se definen como células cromafines tumorales tipicamente desarrolladas en las glandulas
suprarrenales y caracterizadas por una excesiva produccion de catecolaminas, lo cual conduce normalmente al
aumento de la presién arterial, temblor, sudoracién etc. Si no es atendido o no diagnosticado, este tipo de
tumores pueden conducir a la falla respiratoria o cardiaca. (Jacques, et al. 2002)
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Como se ha mencionado en parrafos anteriores, el agente causal de IS es el envenenamiento
correspondiente a la picadura de diferentes tipos de medusas, las cuales se distribuyen en
ambos hemisferios (Fig.5). Sin embargo la dificultad de identificar al tipo de medusa que
infringe la herida en el momento en que ocurre el envenenamiento imposibilita determinar
con certeza las especies de cubomedusas que generan este sindrome (De los 17 cnidarios que
se sabe pueden generar IS en sus victimas, 14 son del genero Carybdea). Las cubomedusas
M. kingii y Carukia barnesi son consideradas las principales causantes del 1S (Gershwin,
2007), sin embargo, existen reportes de medusas que son capaces de generar IS aunque con
sintomas menos severos que el IS clasico? como: cubomedusas de la clase Tamoyidae y
Carybdeidae (Bentlage, Cartwrigth, et al., 2010).

En el caso de Carybdea marsupialis se han reportado algunos casos clinicos en Europa,
principalmente en ltalia y Espafia, que relacionan a esta cubomedusa con manifestaciones
sistemicas similares al IS (Bordehore, et al. 2015; Peca, et al. 1997). Actualmente existen
dos reportes de toxinas aisladas de C. marsupialis, sin embargo hasta ahora como en ningun
otra cubomedusa se ha descrito algin componente del veneno que afecte algln receptor o
canal ionico de células neuroendocrinas (Células cromafines) responsable de la liberacion
desregulada de catecolaminas propuesto como etiologia del IS. De ser identificado este
componente, no solo seria importante para entender y tratar el 1S, sino que también podria
ser utilizado como una herramienta molecular o terapéutica para el estudio y tratamiento de

diferentes enfermedades que afecten el sistema nervioso central.

2El término sindrome de lrukandji (clasico), se utilizé por primera vez para englobar los
signos y sintomas causados por el envenenamiento producido por la cubomedusa Carukia
barnesi, mientras que para las demas medusas se dice que pueden producir “Sindrome
Irukanji-like” (no clésico), el cual comparte los sintomas basicos con el sindrome producido
por Carukia, sélo que en algunas especies pueden ser mas Severos que en otras.
Actualmente se considera que la habilidad de generar el sindrome de Irukandji pudo
haberse perdido en el linaje que derivo en los Carybdeos y los Tripedaliideos, aunque se ha
asociado a algunas especies de Carybdea con la habilidad de provocar este sindrome, sin
embargo esta atribucion no ha sido confirmada del todo. (Fig. 6) (Little, Pereira, et al., 2006)
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Tabla 4. Comparacion entre los signos y sintomas causados por el Sindrome de
Irukandji y Feocromacitomas.

Sindrome de lrukandji

Dolor muscular intenso
Nauseas
Dolor de cabeza
Nerviosismo
Frecuencia cardiaca
Frecuencia respiratoria
Hipertension
Sudoracién/ Agitacion

Feocromacitomas
Dolor abdominal
Dolor Toréacico

Dolor de cabeza
Nerviosismo
Frecuencia cardiaca
Frecuencia respiratoria
Hipertension
Agitacion

1.2.3.-Actividades biolégicas en venenos de cubomedusas

Como se ha mencionado anteriormente, muchos de los organismos pertenecientes a la clase
Cubozoa son considerados altamente toxicos y en los ultimos afios se han realizado estudios
exhaustivos, tanto in vitro como in vivo, que han confirmado que los venenos derivados de
nematocistos aislados de una gran variedad de cubomedusas comparten actividades
bioldgicas similares (Tabla 3). Por ejemplo: actividad dermonecrotica, miotdxica,
cardiotdxica, hemolitica y hemodinamica (Mustafa, et al. 1995). Asi mismo, se ha descrito
que los venenos de las cubomedusas tienen actividad hemolitica potente y citotoxica en otros
tipos celulares como: células renales, hepatocitos y lineas celulares tumorales (Sun, et al.
2002). Recientemente, se han publicado reportes en los que se han comprobado las
actividades miotoxica y neurotdxica mediante ensayos con preparaciones nervio-musculares
de rata y se ha relacionado la sensacion de ardor y dolor cutaneo debida al envenenamiento
por algunos Cubozoos con la activacion de TRPV1 (Transient Receptor Potential Vanilloid-
1) (Cuypers, et al. 2006). Sin embargo, la toxicidad del veneno varia de especie a especie,
de tal manera que algunos organismos pueden ser considerados relativamente inofensivos
para los seres humanos, mientras que otros pueden causar la muerte en cuestion de minutos.
Por ejemplo, el envenenamiento causado por Chironex yamaguchii es considerado grave y
ha causado decesos en Japon, mientras que otras especies como Chiropsalmus y Chiropsella

son consideradas menos peligrosas. De manera contrastante la actividad hemolitica de los
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Carybdeos es mayor que la de los Chirodropideos y la secuenciacion de las proteinas
hemoliticas muestra una divergencia moderada (Brinkman y Burnell,2008; Bentlage,
Cartwrigth, et al., 2010).

Las citolisinas descritas en organismos del orden Carybdeidae han sido aisladas
principalmente en el veneno de Carybdea marsupialis. Una toxina hemolitica denominada
CARTOX con un peso molecular de 102-107 kDa identificada de especimenes procedentes
del mar Adriatico (Rottini, Gusmani, et al., 1995) y tres citolisinas con pesos moleculares
aparentes de 220 kDa, 139 kDa y 36 kDa de especimenes procedentes de la costa norte del
Caribe mexicano (Sanchez-Rodriguez, Torrens y Segura-Puertas,2006; Nagai, Takuwa, et al.,
2000 b).

Carybdeida Chirodropida
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Pérdida de Irukandji/

Sindrome Irukandji
like (?)

Sindrome Irukandji/Irukandji like +

Toxina unica (s)

Fig. 6 Tendencia en la toxicidad y evolucién de la clase Cubozoa modificado de Bentlage,
Cartwrigth, et al., 2010.
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1.2.4.-Toxinas de la clase Cubozoa

Un grupo bien caracterizado de toxinas de la clase Cubozoa son las proteinas citoliticas
(Tabla 5). En el caso de los Carybdeos se han reportado maltiples citolisnas en Carybdea
marsupialis, C. rastoni y C. alata ( Torrens y Segura-Puertas 2006; J. Chung, et al. 2001)
(Nagai y Takuwa, 2000), mientras que en el caso de los Chirodropideos, solo una citolisina
ha sido aislada de C. quadrigatus (Nagai y Takuwa, 2002). En el caso de C. fleckeri, muchas
citolisinas de peso molecular variable han sido aisladas de extractos de tentdculo completo
y extractos derivados de nematocistos. Algunas de las hemolisinas de los Cubozoos exhiben
afinidades variables por las células sanguineas de diferentes especies. Por ejemplo: las
citolisinas obtenidas de C. marsupialis y C. fleckeri presentan afinidades variables hacia
eritrocitos de humano, conejo, rata y raton, mientras que las citolisinas aisladas de C.
xamacana, C. brozie y C. rastoni no presentan variacion significativa por eritrocitos

humanos o de oveja (Rottini, Gusmani, et al., 1995; Beiley, et al. 2005).

Algunos estudios realizados en C. fleckeri han demostrado que los extractos obtenidos de
tentaculos y nematocistos no tienen actividad de fosfolipasa A o C, en el caso de extractos
de tentaculos de C. marsupialis y C rastoni, se ha determinado niveles relativamente altos
de actividad de fosfolipasa A> (PLA?), asi como de extractos de cuerpo completo de C.
barnesi. Algunos investigadores han sugerido que la actividad de PLA, juega un papel
local o sistémico en seres humanos, sin embargo no se han obtenido evidencias directas que
relacionen especificamente las actividades PLA> con toxinas derivadas de nematocistos.

(Nevalainen, Peuravuori, et al., 2004)

Muchos de los reportes clinicos de cuadros de envenenamiento por contacto con medusas
describen sintomas neurolégicos como neuropatias sensoriales o paralisis. Analisis de
transcriptomica realizados en Carukia barnesi y Malo kingi (Avila-Soria, 2009) han
permitido la identificacién de toxinas putativas con actividad proteolitica o neurotoxica.
Los genes identificados tienen motivos de la toxina ShK, una toxina de la anémona
Stichodactyla helianthus, que Dbloguea canales de potasio dependientes de voltaje
(Castarieda, et al. 1995).



Tabla 5. Algunas toxinas aisladas de cubomedusas.

Mw Mw
Especie Nombre (kDa)? (kDa)® Actividad biolégica
Chironex fleckeri Cardiotdxica
CfTX-1 43 Citotoxica
Hemolitica
CfTX-2 45 Cardiotoxica
Citotoxica
Hemolitica
CfTX-A 40 Citotoxica
Hemolitica
CfTX-B 42 Citotoxica
Hemolitica
Carukia barnesi CbTX-1 21 21.7 Neurotoxica
Carybdea rastoni CrTX-A 43 Hemolitica
CrTX-B 46 letal
Carybdea alata CaTX-A 43 Hemolitica
CaTX-B 45 letal
Chiropsalmus quadrigatus CqTX-A 44 Hemolitica
letal
Carybdea marsupialis 200 Citolitica
CARTOX 102-107 Hemolitica
139 Citolitica
36 Neurotoxica
CmNt 120 Neurotoxica
Cyanea capillata CcTX-1 31.2 Citotdxica
CcNT 8.2 Neurotoxica
Cyanea lamarckii CIGP-1 27 25.7 Citotoxica
Rhopilema nomadica Fosfolipasa A,
Stomolophus melagris SmP90 90 Captacion de radicales
Physalia physalis Physalitoxina 220 Hemolitica
P1 220 Neurotoxica
P3 85 Neurotoxica
PpV9.4 0.6
Olindiassam baquiensis Oshem1 3.0 Hemolitica
Oshem?2 3.4 Hemolitica

2 Peso molecular estimado por SDS-Page en kDa.  Peso molecular determinado por espectroscopia de masas en kDa.
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En el caso de Carukia barnesi, se ha expresado una neurotoxina recombinante que ha
mostrado actividad en cucarachas (Gershwin, Richardson, et al. 2013). En Carybdea
marsupialis se ha reportado una neurotoxina de aproximadamente 120 kDa aislada mediante
métodos cromatograficos y que mostrd actividad en un modelo de cangrejo, sin embargo
su estructura primaria no ha sido reportada (Sdnchez-Rodriguez, Torrens y Segura-Puertas,
2006).

Tabla 6. Nueva familia de toxinas de cubomedusas.

EXP. M&
ESPECIE TOXINA kDa GenBank Reference
(H. Nagai,
K. Takuwa,
C. rastoni CrTX-A 43 ABO015878 | et al. 2000)
CrTX-B 46 -
(H. Nagai,
K. Takuwa,
C. alata CaTX-A 43 ABO036714 | et al. 2000)
CaTX-B 45 -
CAH1 42 -
(Nagai. H,
C. quadrigatus | CqTX-A 44 AB045319| A 2002)
(Brinkman
y Durnell,
C. fleckeri CfTX-1 43 EF636902 | 2007)
(Chung, et
CfTX-2 45 EF636903 | al. 2001)

EXP. M? kDa Masa molecular experimental determinada por SDS-PAGE.
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Finalmente, la caracterizacion de toxinas de cubomedusas se ha llevado acabo lentamente
en comparacion a otros cnidarios. Las primeras toxinas en ser identificadas fueron CrTX-A
y CrTX-B de Carybdea rastoni (Nagai y Takuwa, 2000) y posteriormente se describieron
otras toxinas provenientes de otras tres especies de cubomedusas (Tabla 6). Cabe destacar
que no hay una secuencia de aminoécidos homologa existente entre las toxinas de
cubomedusas y otras proteinas conocidas, lo que sugiere que las toxinas de cubomedusas
pertenecen a una nueva familia de toxinas. Las toxinas de cubomedusas se caracterizan por
ser labiles, basicas y poseer una actividad hemolitica muy potente (Nagai y Takuwa, 2002;
Brinkman y Durnell, 2007)

1.3.-Carybdea marsupialis

Carybdea marsupialis (Lineé. 1758) también conocida como “avispon marino del
mediterraneo”, es una cubomedusa atlanto-mediterranea que tiene la capacidad de infligir
picaduras urticantes. Esta cubomedusa presenta una estructura cubica tipica (Camillo, et al.
2006). Tiene cuatro érganos sensoriales localizados en la campana y su tamafio oscila entre
20 a 40 mm de altura por 36 mm de ancho. Tiene cuatro largos tentaculos que pueden llegar
a tener una longitud de hasta diez veces el tamafio de la umbrela (300 mm), los cuales
decrecen en diametro conforme incrementan su longitud y se ubican en cada esquina de la
campana (Fig.7). Los tentaculos se encuentran rodeados a lo largo de su longitud con
abundantes baterias de nematocistos. ElI manubrio es corto, y dividido en cuatro l6bulos. La
cavidad sub-umbrellar presenta cuatro bolsillos gastricos, los cuales contienen numerosos

canales gastricos, transparentes, huecos, similares a los tentaculos (Fig.8A).
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La clasificacion taxondmica de la cubomedusa es la siguiente (Williamson y Fenner 1996):
* Reino: Animalia
o Phylum: Cnidaria (Hatschek,1888)
= Clase: Cubozoa (Werner,1975)
e Orden: Cubomedusae [Carybdea] (Gegenbaur,1856)
o Familia: Carybdeidae (Haeckel,1877)
= Género: Carybdea(Péron&Lesueur, 1810)
e [Especie: Carybdea marsupialis (Linné,
1758)

Fig. 7 Carybdea marsupialis y su clasificacion taxondmica (Dallavalle 2015).

1.3.1 Distribucién y descripcion de los nematocistos de C. marsupialis

De manera general, el “cnidoma” de C. marsupialis se compone de al menos cinco tipos de
nematocistos reportados (dos de tipo heterotrico, dos de tipo eritele y un grupo de
nematocistos encapsulados). La descarga de los nematocistos de este organismo es
diferencial, por ejemplo: los nematocistos eriteles y heterotricos que se encuentran en la
umbrela y los tentaculos descargan su contenido espontaneamente, mientras que los
nematocistos encapsulados no lo hacen, por lo que se ha sugerido que los diferentes tipos de
nematocistos deben tener diferentes funciones y reaccionar por tanto a diferentes estimulos
(Fig.8B).
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Los nematocistos de C. marsupialis se ubican principalmente en la exumbrela y en los
tentaculos. Los nematocistos ubicados en la umbrela miden entre 6.5 um x 3.5 um — 4.5 um
y normalmente se ubican de manera radial. Estos nematocistos no descargados presentan un
tubulo grueso, ligeramente enrollado y rodeado de espinas. Las espinas tienen forma
triangular pequefias arregladas helicoidalmente alrededor del tubulo. Por otro lado, los
nematocistos ubicados en los tenticulos, se encuentran densamente empaquetados en
segmentos anillados. Tres tipos de nematocistos han sido encontrados en los tentaculos:
heterotricos, holotricos ovoides y holotricos subesféricos. La disposicion de estos
nematocistos genera una lamina superficial que consiste de diversos nematocistos rodeados
de una placa mas profunda que contiene elementos contractiles (Yanaggihara, et al. 2002).
En menor medida se ha reportado la presencia de pequefios nematocistos contenidos en los

racimos de filamentos gastricos distribuidos homogéneamente (Camillo, et al. 2006).

De manera general, se ha descrito que muchas especies de cubo medusas poseen
nematocistos en los tentaculos, asi como en los labios y los canales gastricos (Camillo, et
al. 2006;Southcott 1967), los cuales se propone permiten asegurar presas grandes dentro
del manubrio, razén por la cual se dice que las cubo medusas con capacidad de matar o
incapacitar a sus presas antes de ingerirlas no presentan nematocistos en el sistema digestivo,
mientras que aquellas cubo medusas cuya picadura sea comparativamente menos efectiva
posiblemente poseen nematocistos en los canales gastricos que les permitan incapacitar a
sus presas (Larson 1976), por lo cual se ha propuesto que el coctel de proteinas bioactivas
secretadas en los canales gastricos sean los responsables de matar Yy digerir a las presas.
Actualmente se ha propuesto que los granulos presentes en el sistema digestivo de la cubo
medusa C. marsupialis descritos morfolégicamente en los canales gastricos localizados en
su campana (Fig. 8B) probablemente poseen una funcién similar a células glandulares
recientemente identificadas en anemonas que son capaces de secretar toxinas de manera
independiente a los nematocistos y que han sido descritas en otras cubo medusas como C.
xaymacana Yy Nematostella vectensis (Moran, Praher, et al. 2013). Por tanto, el papel dual
de proteinas bioactivas descritas en el veneno pero procedentes de otros tejidos como la ex
umbrela, tejido epitelial o canales gastricos de la campana posiblemente desempefian un
rol central en la digestién y aseguramiento de la presa.
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Fig. 8. A. Estructura anatémica general de la cubomedusa Carybdea marsupialis. B. Distribucion de
los nematocistos en C. marsupialis (Camillo, et al. 2006).
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2.1.-Hipotesis

La picadura de las cubomedusas como Carybdea marsupialis se ha relacionado con un
conjunto de signos y sintomas englobados dentro del Sindrome de Irukandji (IS). A pesar
que la base farmacoldgica de IS hasta ahora ha sido sujeto de especulacion, los signos y
sintomas del sindrome son similares a aquellos causados por la liberacion excesiva de
catecolaminas por parte de las células cromafines. Por lo tanto, el estudio del veneno de la
especie Carybdea marsupialis resultard en toxinas que modulen la liberacién de

catecolaminas enddgenas a través de la modulacion de [Ca?*] 1.

2.2.-Objetivos

Purificar y caracterizar péptidos bioactivos presentes en la cubomedusa Carybdea

marsupialis.

2.3.-Objetivos particulares

Identificar las toxinas presentes en la cubomedusa Carybdea marsupialis.
= Purificar toxinas mediante técnicas cromatogréaficas.
= Determinar la secuencia de las toxinas purificadas.

= Caracterizar los posibles efectos bioldgicos de las toxinas purificadas (actividad

proteolitica, citotoxica y neurotoxica).
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3.1.-Muestreo

Los especimenes de la cubomedusa Carybdea marsupialis fueron recolectados en la laguna
arrecifal de Puerto Morelos entre los meses de julio y septiembre de 2014. La recoleccion se
realiz6 en la zona somera y arenosa cercana a la playa, mediante buceo libre. Los
especimenes se capturaron de forma manual en recipientes de plastico de 20 L de capacidad
Ilenos de agua de mar. Las cubomedusas se transportaron a la unidad acadéemica de Puerto

Morelos para su posterior procesamiento.

3.2.-Area de estudio

La peninsula de Yucatan presenta en el lado del Caribe mexicano, estructuras arrecifales que
se extienden de manera cuasi continua que se extiende desde el extremo norte de la
peninsula hasta la bahia de Chetumal, cubriendo una distancia aproximada de 350 km.
Sobre la costa existe una formacion de barrera con algunas interrupciones. Las costas del
estado de Quintana Roo se caracterizan por presentar un relieve muy escasoy por la
ausencia total de rios; sin embargo, la presencia de dolinas es comun, lo cual se debe al
caracter karstico del terreno, el cual es de naturaleza calcarea (Folk 1967). La temperatura
media mensual del agua varia entre los 25.6 °C en enero (20.3 °C en época de nortes) hasta
29.1 °C en agosto, con un promedio anual de 27.5 °C. La marea es semidiurna de poca
amplitud y la direccién de la corriente superficial marina es de sur a norte (Jordan 1978).
A lo largo de la costa se encuentran formaciones arrecifales sobre una plataforma
continental muy estrecha. El clima es de caracter tropical con vientos alisios en primavera
y verano. El medio marino esta dominado por la corriente de Yucatan que fluye paralela a
la costa con direccién hacia el norte. Las aguas costeras presentan un caracter oceanico y
oligotréfico, con gran estabilidad vertical, y elevada transparencia. La laguna arrecifal de
Puerto Morelos, se encuentra ubicada en la porcién nororiental de la peninsula de Yucatan,
entre los 20° 52” N y los 86° 51° O (Ruiz-Reteria, Van Tussenbroek y Jordan- Dahlgren
1998). Tiene una extension aproximada de 7 km y una amplitud de 350 y 1600 m: la
profundidad varia entre 1y 8 m. Presenta un promedio de 3 m. El aporte de agua del subsuelo

estd directamente relacionado con las lluvias que se presentan usualmente en verano,



33

presentando un clima calido y himedo, entre Aw; y Aw,®, segln la clasificacion modificada
de Koeppen. Con un cociente de precipitacion-temperatura mayor de 55.3, méas la
temperaturaen la orilla es suavizada considerablemente por los vientos provenientes del este
y sureste predominantemente, con presencia de nortes en la parte inicial y final del afio
(Jordan 1978).

/‘-!; G ’. CO,
& FZona'de
muestreo

Mar caribe

Golfo de México

Puerto Morelos

# Mar caribe

Zona de colecta. (Rojo) La distribucién biogeogréafica de Carybdea marsupialis. Ubicacion de la
Laguna Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo. Google. INEGI Imagery 2016. Terra metrics.
Puerto Morelos 20°51'13"N 86°52'31"0, elevation 10km, visto 31 de Agosto de 2016.
https://www.google.com.mx/maps

3 Awy; Clima célido semi-humedo (Humedad intermedia) y Aw.; Clima calido semi-
hdimedo (Humedad alta).


http://tools.wmflabs.org/geohack/geohack.php?language=es&pagename=Puerto_Morelos&params=20.853611111111_N_-86.875277777778_E_type:city
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3.3.-Obtencidn del extracto crudo

Los tentaculos de las medusas fueron recortados con tijeras y se colocaron en viales de
vidrio. Posteriormente, mediante un homogeneizador de vidrio se descargaron los
nematocistos. Para tal efecto, los tentdculos se colocaron en agua desionizada y se
homogeneizaron hasta obtener la descarga total de los nematocistos, de tal manera que el
estimulo mecéanico provocado por la friccion, promoviera la eversion de los tabulos de los
nematocistos y por ende la liberacion de las toxinas al medio. EI método se utilizé también
para obtener el extracto de veneno de los nematocistos presentes en las campanas. El extracto
obtenido se agito y se centrifugd durante 30 minutos a 4000 rpm a 4° C en una centrifuga
Eppendorf 5810 R. El sobrenadante fue colocado en viales de vidrio y se liofiliz6 en una
liofilizadora Freeze Dryng Model 77500 (LABCONCO). El material se congelé a -60 °C
hasta su uso (Morales-Landa 2007).

3.4.-Purificacion parcial de toxinas

3.4.1.-Separacién por Amicon

El fraccionamiento del extracto crudo se realiz6 mediante el sistema de Amicon utilizando
los filtros 1, 3, 10 y 30 kDa. Se disolvié 1g de extracto crudo en 25 mL de agua destilada a

una temperatura de 4 °C con una presion de 55 psi.
3.4.2.-Separacion por HPLC en fase reversa

1) Se disolvio 1 mg de extracto crudo procedente de los tentaculos en 500 uL de agua
desionizada. Se centrifugé a 12000 rpm por 5 min a 4 °C vy el sobrenadante se
inyectd enun sistema RP-HPLC (Shimadzu SCL-10AVP) con una columna analitica
purospher STAR Cig (5um) de 250 x 4,6 mm. La columna fue equilibrada con
Solucion A: agua 0.1 % TFA (v/v). Las fracciones de los componentes del veneno
fueron eluidos mediante el siguiente programa: 5 min de Solucion A 100%, un
gradiente lineal de 0 a 100 % (v/v) de la Solucion B: acetonitrilo 0,1% TFA, con un
flujo de 1 mL-min~* por 30 min y 15 min de solucién B al 100 %. Las fracciones
cromatograficas colectadas se concentraron por medio del sistema Speed-Vac
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ISS110. La fraccion Cmtg 1.1 se disolvio en 200 pL de agua desionizada y fue
repurificada mediante el mismo sistema RP-HPLC utilizando el siguiente
programa: 5 min de Solucion A al 100%, un gradiente lineal de 0-60 % de la
Solucién B por 30 min 'y 15 min de solucion B al 100% a un flujo de 0.5 mL-min ™.
La absorbencia fue medita a A 220 nm. (Frazéo y Antunes, Marine drugs 2016) Las
fracciones obtenidas se concentraron por medio del sistema Speed-Vac 1SS110.

2) Sedisolvié 1 mg de extracto crudo procedente de las campanas en 500 uL de agua
desionizada. Se centrifugé a 12000 rpm por 5 min a 4 °C y el sobrenadante se
inyecto enun sistema RP-HPLC (Shimadzu SCL-10AVP) con una columna analitica
purospher STAR Cig (5um) de 250 x 4,6 mm. La columna fue equilibrada con
Solucién A: agua 0.1 % TFA (v/v). Las fracciones de los componentes del veneno
fueron eluidos mediante el siguiente programa: 5 min de Solucion A 100 %, un
gradiente lineal de 0 a 100 % de la Solucién B: acetonitrilo 0,1% TFA, con un flujo
de 0.5 mL-min~! por 40 min y 5 min de solucién B al 100 % por 15min. Las
fracciones cromatograficas colectadas se concentraron por medio del sistema
Speed—Vac ISS110. La absorbencia fue medita a A 220 nm. (Frazdo y Antunes,
Marine drugs 2016) Las fracciones obtenidas se concentraron por medio del sistema
Speed-Vac 1SS110.

3.4.3.-Andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF y secuenciacion por
espectrometria de masas en tandem.

La masa molecular de lo péptidos activos se determind por espectrometria de masa
MALDI_TOF. A 5 ug de cada péptido se le agregaron 5 pL de una solucion saturada de
acido (a)-ciano-4-hidroxi-cinamico ultra puro. 1 pL de esta mezcla se depositd en una placa
de MALDI y se dejo secar a temperatura ambiente. EI espectro se registré en modo lineal
positivo en un espectrometro Brucker Microflex con un laser de nitrégeno a A 337 nm a un
intervalo de masas de 1000 a 30,000 Da. La secuencia de aminoacidos se determind en un
espectrometro de masas Esquire con trampa de iones (Brucker-Frazen Analytical, Gmbh,
Germany) en modo positivo mediante el método de Top-down. Las fracciones obtenidas se
disolvieron en un volumen ad hoc de una solucién A: agua: acido formico 0.1%. Se eluyeron
las fracciones en un sistema cromatografico RSLC nano utilizando una columna capilar de

fase reversa ProSwiftRP-4H (200um x 25 cm). Se utilizé una solucién B: Acetonotrilo: 0.1%
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acido formico. El gradiente consistié en 5-30% de solucion B por 10 min, 30-65% de solucion
B por 45 min y 65-90% solucién B por 5 min. Se utiliz6 una fuente de ionizacion ESI
(electrospray) acoplado al espectrofotometro. Los espectros MS/MS se generaron mediante
la técnica ETD (Disociacion por transferencia de electrones). Los espectros intactos fueron
deconvolucionaron utilizando el algoritmo del software Xtract Thermo Scientific™ Protein
Deconvolution 4.0. Los datos fueron analizados mediante el software ProSightPD™ vy

Proteome Discover™ 2.0.

3.4.4.-BLAST

Se utilizo el programa informatico de alineamiento de secuencias BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) disponible en el servidor del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) con el fin de realizar alineamientos de secuencias proteicas

entre las secuencias de los peptidos purificados y las bases de datos Swiss-Prot y NCBI.

3.4.5.-Clustal W

Después de realizar una busqueda de secuencias homdlogas con los programas BLAST y
PSI-BLAST, se realizaron alineamientos multiples entre secuencias de toxinas de cnidarios
reportadas en la base de datos de NCBI, asi como en articulos publicados, utilizando el
programa Clustal W. Las secuencias fueron cargadas al programa en formato FASTA y

utilizando el valor estandar (-1) de maximas interacciones tipo HMM.

3.4.6.-Phyre 2 y Knoter 1d

Posteriormente a la busqueda de secuencias homdlogas, se generaron modelos a partir de
las secuencias obtenidas, se utiliz6 el programa Phyre 2 (Protein homology & Recognition
Engine). Asi mismo se utiliz6 el programa Knoterld para predecir si la secuencia obtenida

era similar a alguna toxina (Gracy, et al. 2004)
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3.4.7.-Sintesis de péptidos

Los péptidos Cmtr1.1 y Cmtr1l.3 fueron sintetizados en fase solida utilizando la
metodologia Fluoren-9-ylmethoxycarbonil (Fmoc) en un sintetizador de péptidos 433A de
Applied Biosystems por la empresa Chemical Riufu Lt. Los péptidos sintéticos fueron
purificados mediante RP-HPLC (Shimadzu con un detector dual) en una columna analitica
purospher STAR C18 (5um) de 250 x 4,6 mm con un gradiente lineal de 0 a 60 % de
Solucién B: acetonitrilo 0,1% TFA, con un flujo de 1 mL-min~*por 45 min La columna fue

equilibrada con Solucién A: agua 0.1 % TFA (v/v) por 5 min

3.5.-Bioensayos

Las pruebas biolégicas que se realizaron en el transcurso del proyecto con las fracciones
obtenidas por RP-HPLC:

- Evaluacion de actividad hemolitica en eritrocitos humanos.

- Evaluacidn de la actividad proteolitica (método de Kunitz).

- Evaluacidn de actividad anticancerigena.

- Actividad neurotdxica.

- Ensayos de fluorescencia (Ca?* y K*) en el sistema FLiPR (Fluorescent Imaging Plate
Reader).

3.5.1.-Evaluacion de actividad proteolitica

La determinacion de la actividad proteolitica se realizd mediante el método de Kunitz. En el
cual se monitoreo la hidrolisis del sustrato caseina mediante la capacidad de los péptidos
resultantes de la hidrdlisis de absorber a 280 nm. Para comenzar el ensayo se prepar6 una
solucion de caseina 1% en una solucién buffer de fosfatos 50 mM a pH 7.5 y se preincubé a
35 °C por 5 minutos. Asi mismo se prepararon soluciones de las fracciones FCmc<10,
FCmc10-30 y FCmc>30, asi como del control positivo bromelina, a una concentracion de
1mg/mL en una solucion buffer de fosfatos 50 mM a pH 7.5 adicionado con CaCl, 0.025 M,

las cuales también se pre incubaron a 35 °C por 5 minutos. Posteriormente se agregaron a
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200 pL de solucion de caseina 100 pL del control positivo, asi como cada una de las
fracciones a probar. Al control negativo se le agregaron 200 pL solucion buffer. Se agit6
cada tubo y se incubo a 35 °C en un bafio Maria por 20 minutos. Al término de la incubacién
se agregaron a todos los tubos 600 pL de una solucion de &cido tricloroacético (TCA) al 10
% a cada tubo y se agitd vigorosamente. Posteriormente se incubd cada tubo por 30 minutos
en un bafio Maria a 35 °C. Después de la incubacion se centrifugaron los tubos a 2500 RPM
por 20 min. Se tomo el sobrenadante de los tubos y se determind la absorbencia de cada
uno de los tubos a 280 nm, ajustando con un blanco de reactivos (600 uL TCA 10 %: 400
pL de agua destilada). Se corrigio el valor de la absorbencia de cada tubo restando el valor
de la absorbencia del control positivo. (Ebeling, et al. 1974)

3.5.3.-Actividad neurotdxica en células granulares ganglionares (CCG)

3.5.3.1.-Cultivo de CCG a partir de cerebelo de rata (Winstar)

En este experimento se utilizaron 6 ratas Winstar de 7 a 8 dias de nacidas. Se empap0 el
cuello de cada rata con alcohol y se seccion6 de un tajo la cabeza, la cual fue recibida en la
tapa de una caja Petri. Con tijeras tipo Mayo se realizé una incision sagital de la piel de la
base del cuello a la nariz. Con tijeras Metzembaum, se cort6 el craneo de manera coronal
sobre la porcion petrosa del hueso temporal. Posteriormente, se cortaron los nervios opticos
y los cerebros completos con las pinzas Kelly curvas. Los cerebros fueron recibidos en una
caja Petri con solucion de Krebs. Con la ayuda del microscopio se disecaron las meninges y
los vasos del cerebelo dejando al descubierto los hemisferios cerebelares, los cuales fueron
disecados a su vez y colocados en una caja Petri de 35 mm. El tejido cerebelar se disgrego
con ayuda del bisturi y se coloc6 en un tubo con solucién de Krebs. Se centrifugo el tejido
obtenido a 1000 rpm por 10 segundos y se retird el sobrenadante mediante aspersion. Se
agregaron 6 mL de solucion de tripsina (0.3 mg/mL) previamente filtrada al tejido obtenido
y se incubo a 37 °C a bafio Maria durante 8 minutos. Se volvio a centrifugar a 1000 rpm por
diez segundos y se retird el sobrenadante por aspersién. Se agregaron 2 ml de solucién de

DNAsa (0.1 mg/mL) e inhibidor de proteasas (1 mg/mL) al tejido y fue disociado con una
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pipeta Pasteur hasta obtener una suspension homogeénea. La suspension fue recuperada y
depositada en un tubo con 5 mL de solucion de Krebs adicionada con MgSOs4 (3.8 %). Se
centrifugo la suspension obtenida a 1000 rpm por 6 minutos. Se retir6 el sobrenadante y se
disolvid el pellet obtenido en medio de cultivo. Se determind el nimero de células (1.25-1.5
millones de neuronas/mL y 0.6-1 millones de astrocitos/mL). Posteriormente, se agrego Ara
C (12.5 pL/mL) para evitar el crecimiento de células gliales a las 24 h. Se mantuvieron las
células por 8 dias y se analizaron al décimo dia con KCI 5 mM, KCI 25 mM, Glutamato 500
UM, NMDA 150 uM y MK 801 140 pM. Se probaron dos concentraciones del extracto crudo
proveniente de los tentaculos (16 y 32 pg/mL) y las campanas (3.2 y 0.3 pg/mL)
(Thangnipon, et al. 1983).

3.5.4.-FLiPR de Ca?*y K* (Fluorescent Imaging Plate Reader).

3.5.4.1.-Obtencién de células cromafines

Las células cromafines (CF) se disecaron de las glandulas suprarrenales de vacas adultas Bos
taurus. Las glandulas suprarrenales bovinas fueron obtenidas de vacas criadas y manejadas
de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana para el uso y cuidado de animales de Laboratorio
(NOM-062-Z00-1999) en el Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccion
Animal en el Altiplano (CEIEPAA) de la Universidad Nacional Autonoma de México
(UNAM). Las glandulas suprarrenales fueron disecadas para obtener la médula adrenal, la
cual fue disgregada en pequefias porciones. El tejido obtenido fue incubado a 37 °C por 20
min en solucion de Hank modificada y suplementada con 20 U/ml de papaina.
Posteriormente, el tejido fue transferido a una solucién de colagenasa tipo 1 /dispasa (1:10,
v/Vv) y se incubo a 37 °C por 20 min. La disgregacion del tejido después de la incubacion se
realizd6 mecanicamente mediante un homogeneizador tipo Stomacher (ECOSHEL, USA).
Las células en suspensién fueron centrifugadas a 1270 rpm por tres minutos y lavadas con
medio Leibovitz (L-15) dos veces y una vez en medio modificado de Eagle (DMEM), ambos
suplementados con suero fetal bovino 10 % (v/v) y una solucidn de estreptomicina/penicilina

1% (v/v). Las células fueron depositadas en placas de 96 pozos recubiertas de con poli-L-
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lisina e incubadas a 37° C en una atmosfera con aire/CO2 (19:1, v/v). Las células fueron
usadas 24 h después de ser depositadas en las placas (Waymire, et al. 1983).

3.5.4.2.-Determinacion del flujo de Ca?*

a) Los cambios en la concentracion de Ca?* intracelular en tiempo real se determinaron en
células cromafines crecidas en placas de 96 pozos precargadas con el colorante fluorescente
Fluo-4 AM (Sigma, USA). Se utilizé un lector de microplacas multimodal Flex Station 3
(Molecular Devices, USA) a 525 nm con un tiempo de adquisicion de 2 s. En cada pozo de
la placa se colocaron un total de 10,000 células CF. Las CF fueron incubadas por 300 s con
medio de registro (Amortiguador Krebs-Ringer/Glucosa). En el segundo 315 se agregaron
las fracciones a probar a las células y K*[10 mM] (Control). Finalmente en el segundo 430

se agregd ionomicina [1 mM] (Guo, et al. 2013).

b) Los cambios en la concentracion de Ca?* intracelular en tiempo real se determinaron en
células cromafines crecidas en placas de 96 pozos precargadas con el colorante fluorescente
Fluo-4 AM (Sigma, USA). Se utilizé un lector de microplacas multimodal Flex Station 3
(Molecular Devices, USA) a 525 nm con un tiempo de adquisicién de 2 s. En cada pozo de
la placa se colocaron un total de 10,000 células CF. Las CF fueron incubadas por 300 s con
las fracciones a probar disueltas en el amortiguador Krebs-Ringer/Glucosa. En el segundo
315 se agregdé  K*[10 mM]. Finalmente en el segundo 430 se agregd ionomicina [1 mM]
(Guo, et al. 2013).

3.5.4.3.-Determinacion del flujo de K*

Los cambios en la concentracion de K* intracelular fueron determinados en celulas HEK
(human embryonic kidney) transfectadas con el vector de expresion de mamiferos HEK-
pTracer-Kv10.1 para expresar el canal Kv 10.1 crecidas en placas de 96 pozos precargadas
con el colorante fluorescente indicador de TI* AM (acetoximetil éster). Se utilizd un lector
de microplacas multimodal Flex Station 3 (Molecular Devices, USA) a 515 nm con un
tiempo de adquisicion de 2 s. En cada pozo de la placa se colocaron un total de 10,000 células

que fueron incubadas por 300 s con cada fraccion. Antes de comenzar con la adquisicién de
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datos, las células adheridas a la microplaca fueron incubadas por la noche a 37°C, 5 % CO..
El buffer de carga se preparo al siguiente dia. Se removieron las placas de células y se les
agrego buffer de carga. (100 pL de Buffer de carga por 100 pL de solucion de células con
20000-80000 celulas). Las placas fueron incubadas por una hora a temperatura ambiente en
obscuridad. Se introdujo a la placa T1.SOs y K2SO4 a partir de una solucion 5x y 1x para
obtener una concentracion final de 0.5 mM de TI*y 5 mM de K* (Titus SA 2009).

3.5.4.4.-Ensayo de microfluoroscopia sobre células cromafines

Para realizar este ensayo se utilizé un microscopio de epifluorescencia Leica DM 5000. Se
utilizaron células cromafines de vaca en suspension, en solucion de Krebs-Ringer, utilizando
como indicador el fluor6foro Fluo-4 Am. Se suministraron pulsos de 500 ms a la preparacién
de células mediante el sistema micro Spitzer. Se probaron tres condiciones: A) Células
cromafines sin tratamiento. B) Células cromafines después de un pulso de K* 100 mM. C)
Células cromafines después de un pulso de toxina (1pg/ul). Las imagenes se analizaron

mediante el programa J Image (Hernandez y Francisco 1989).
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4.1.-Resultados

4.1.1-Caracterizacion de los péptidos activos procedentes de los tentaculos de Carybdea
marsupialis

Para realizar la extraccion del veneno se tomd en cuenta que una de las caracteristicas
principales de los organismos pertenecientes a la clase Cubozoa es la presencia de
nematocistos. Dichas estructuras especializadas en la dispensacion del veneno contra
depredadores y presas se localizan comdnmente en los tentaculos. En el caso concreto de C.
marsupialis, se sabe que esta posee cuatro tentdculos con nematocistos organizados en
baterias helicoidales a lo largo de estos (Camillo, et al. 2006). Por lo cual se procedi6 a disecar
los tentaculos de las campanas de los organismos recolectados y posteriormente se realiz6
el proceso de extraccion. El extracto crudo (CmEt) obtenido fue liofilizado y guardado en

congelacién hasta su uso.

Los componentes de CmEt fueron determinados mediante espectrometria de masas MALDI-
TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight), realizando un Mass
fingerprint utilizando diferentes matrices (Acido sinapinico SA, acido o-Ciano-4-
hidroxicinamico ACH y acido 2,5-Dihidroxibenzéico DHB). Las proteinas de alto peso
molecular no fueron detectadas a pesar del uso de diferentes matrices. Se detectaron 43
componentes con pesos moleculares entre 2724-17911 Da. El perfil del espectro de masas
mostrado en la Fig. 9 corresponde a lo que se ha reportado en la literatura en lo que respecta
a la compleja mezcla de péptidos y proteinas que componen el veneno de los cnidarios. Se
detectaron dos grupos de componentes de acuerdo a su peso: sefiales de alta intensidad,
correspondientes a péptidos entre los 3y 10 kDa, asi como de dos sefiales de baja intensidad
de 17.72 a 17.78 KDa que podrian ser indicativos de la presencia de fosfolipasas de tipo
A>(PLA?). Las PLA> son enzimas ampliamente difundidas en los venenos de diversos
organismos tanto terrestres, como de origen marino y que usualmente poseen una masa
molecular comprendida entre los 13 kDa y 18 kDa (Timo J, et al. 2004; Bahareh, et al.
2016).
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Fig.9 Mass fingerprint del extracto crudo del veneno obtenido de los tentaculos (CmEt)
obtenido del veneno proveniente de los tenticulos de la cubomedusa Carybdea marsupialis.
(r.int.: intensidad relativa; %: normalizada). Se muestra el peso molecular de los péptidos y
proteinas cargados [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2.

La caracterizacion de las proteinas y péptidos bioactivos provenientes del veneno de las
cubomedusas se ha visto obstaculizada por la inestabilidad de sus componentes, asi como la
dificultad de colecta de los organismos debido a su pequefio tamafio y falta de coloracion
(camuflaje). Por tanto, hasta la fecha existen muy pocos estudios acerca de los componentes
del veneno procedentes de las cubomedusas del género Caribdeidae al cual pertenecen las
principales especies causales del sindrome de Irukandji. En el caso particular de Carybdea
marsupialis, s6lo se han reportado alrededor de cuatro toxinas de alto peso molecular (30-
100 kDa) aisladas del veneno de este organismo. Tomando en cuenta que la mayoria las
neurotoxinas aisladas de cnidarios se encuentran en un intervalo de pesos moleculares entre
3y 10 kDa (Moran, Genikhovich, et al. 2012) y que el Mass fingerprint obtenido mostraba
sefiales que corresponden a estos pesos, se decidid probar la citotoxicidad de CmEt sobre
Células Granulares Cerebelares (CGC) como modelo de neurotoxicidad. Las CGC son
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celulas ubicadas en el cerebelo y estudios previos han demostrado que la influencia de
condiciones que propician el flujo de Ca?* al interior de la célula promueve la maduracion y
supervivencia de las CGC. Estas condiciones incluyen la despolarizacion de las células
influenciada por concentraciones “elevadas” de K* extracelular ([K*] ¢) en cultivos primarios
de CGC (Resink, et al. 1994), asi como la estimulacion excitatoria mediada por receptores
de aminoécidos excitatorios (EAAR) (Gallo, et al. 1987). EI EAARr de tipo NMDA (N-metil-
D-Aspartato) es particularmente efectivo para generar esta respuesta debido a que es un
receptor glutamatérgico de tipo inotropico (iGIuR) permeable a Ca?* (Balazs, Jergensen y
Hack 1988). Asi mismo se ha descrito que los EAA ejercen efectos toxicos en CGC y que
la sensibilidad a EAA depende del estado de madurez de las células (Garthwaite y Garthwaite
1991).

El modelo in vitro de excitotoxicidad sobre CGC fue disefiado de la siguiente manera. Se
utilizaron dos grupos de cultivos primarios de CGC con dos tiempos de incubacién (5y 10
dias). Se utilizaron dos concentraciones de [K*]e (5 mM y 25 mM, “bajo” y “alto” [K*]e
respectivamente), los AAE (Glutamato (Glu), NMDA, y el inhibidor MK 801) como
controles y se probaron dos concentraciones de CmEt: B1 y B2. La viabilidad celular fue
determinada con MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium).
Este modelo permitié determinar los efectos indirectos de CmEt en el flujo de Ca?* en CGC
(Fig. 10). El efecto observado en este modelo al agregar CmEt a dos diferentes
concentraciones (B1:16 y B2:32ug/mL) al medio de cultivo celular es que CmEt mimetiza
el efecto tréfico excitatorio de NMDA y Glu, asi como el efecto de altas concentraciones de
[K*Te, ya que al ser agregados a CGC “jévenes” (5 dias), estas aumentan su supervivencia
y cuando se agregan a células “viejas” (10 dias) se induce la muerte celular respecto al efecto
obtenido con bajas concentraciones de [K*]e. Por otro lado, a pesar de que los efectos
obtenidos por la adicion de CmEt con dos concentraciones son similares al efecto de EAA,
Glu y NMDA generan una efecto mayor que B1 y B2, pero menor que el aumento de la
viabilidad celular en células jovenes y la disminucién de la viabilidad celular en células viejas
a altas concentraciones de [K*]e. Asi mismo es posible observar un efecto sinérgico al
combinar los EAA con B1 y B2. Por tanto, el tratamiento de los cultivos primarios de CGC
parece mimetizar los efectos tréficos y toxicos de los EAA en CGC, sin embargo, no a través

de un receptor glutamatérgico, ya que al tratarse las CGC con el inhibidor Mk-801 en
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conjunto con CmEt el porcentaje de supervivencia es moderadamente mayor respecto a
Mk801, lo que es indicativo de que el ambiente trofico excitatorio de CmEt es generado a

través de un proceso alterno a la apertura de canales inotropicos de glutamato.
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Fig.10 Actividad neurotoxica en Células Granulares Cerebelares (CGC) del extracto crudo
obtenido del veneno proveniente de los tentaculos de la cubomedusa Carybdea marsupialis.
Se realizaron pruebas de viabilidad en neuronas granulares tratadas a los 5 dias (Azul) y a
los 10 dias (Rojo). La determinacion de la viabilidad celular se realizé a las 30 h. (K5) KCI
5mM. (K25) KCI 25mM. (B1) Veneno de tentaculos (16ug/mL). (B2) Veneno de tentaculos
(32pg/mL). (Glu) Glutamato140 uM. (NMDA) N-metil-D-aspartato 140 pM. (MK 801)
Dizocilpina 140 pM.

Dado que CmEt de Carybdea marsupialis mostr6 tener efecto neurotdxico sobre CGC y
considerando la experiencia experimental de diversos autores que se han enfocado en la
caracterizacion bioquimica y estructural de toxinas de cnidarios (especialmente de la clase
Anthozoa e Hydrozoa), se decidié concentrar y fraccionar CmEt mediante el sistema de
ultrafiltracion Amicon. Se utilizaron las membranas Millipore de 10 y 30 kDa, ya que
muchas de las dificultades encontradas en el aislamiento de toxinas en cnidarios radican en
la agregacion de proteinas de alto peso molecular y la prote6lisis de los componentes del
veneno (Lazcano-Perez, et al. 2016; Ponce, et al. 2013; Lassen, Helmholz and Ruhnau, et al.
2012; Helmholtz, et al. 2010). Se obtuvieron tres fracciones FCmt<10, FCmt10-30 y FCmt

> 30, las cuales fueron alicuotadas, liofilizadas y guardadas en refrigeracion hasta ser usadas.
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Para definir que fraccion poseia actividad biologica sobre células excitables, se decidid
determinar el efecto en curso temporal de la concentracion relativa de Ca?* ([Ca?*];) en
células cromafines bovinas in vitro de las fracciones obtenidas (Fig. 11), ya que estas células
son usadas como modelo de células excitables como neuronas noradrenérgicas o células
neuroendocrinas (Dominguez, et al. 2012). Ademas que la hipdtesis mas aceptada hasta el
momento para explicar los signos y sintomas de IS propone que alguna toxina presente en
el veneno de las cubomedusas es capaz de intervenir en el proceso de liberacion de
catecolaminas por parte de las células cromafines (Rathbone, et al. 2016). El ensayo consistio
en precargar con el indicador fluorescente Fluo-4 AM a las células cromafines y a los 315
ms agregar las fracciones FCmt<10, FCmt > 30 y FCmc<10. Se utiliz6 K*[10 mM] como
control. Finalmente se agregd ionomicina [1 mM] a los 430 s. Se probaron las fracciones
FCmt<10 y FCmt > 30, debido a que solamente se ha reportado una neurotoxina de
aproximadamente 120 kDa aislada de Carybdea marsupialis y que generalmente las toxinas
neurotoxicas presentes en el veneno de los cnidarios tienen un peso molecular de 3-10 kDa

(Sanchez-Rodriguez, Torrens y Segura-Puertas, 2006; Zhang, et al. 2003).

En la Fig. 11, se puede observar que tanto la fraccion FCmt<10 y FCmt > 30 aumentan la
[Ca?*] 1 en células cromafines, mostrando un efecto similar al de K [10 mM], el cual induce
la despolarizacién de la membrana y promueve la entrada de Ca?* al interior de la célula
aumentando [Ca?*] ;. La fraccion FCmt<10 mostré mayor efecto. Asi mismo, al agregar
ionomicina al medio de cultivo se puede observar que hay aumento en la fluorescencia por
lo cual podemos inferir que los efectos de las fracciones en las células cromafines no se

deben a la disrupcion de la membrana celular, ya que la ionomicina es un ionéforo divalente.



48

110

100 — K10

—— FCmt <10kDa
90

FCmc <10KDa
80

e FCmt >30kDa
70

60

50

% (AF/FO)

40

30

20

10

o oncl

300 350 400 450 500 550 600

-10
Tiempo ()

Fig. 11 Determinacién del cambio de la concentracion de calcio intracelular ([Ca?*])) en
celulas cromafines bovinas inducido por las las fracciones FCmt<10, FCmt>30 y FCmc<10.
Las células cromafines fueron precargadas con el indicador Fluo-4 y se monitorearon los
cambios de [Ca?*]| a 525 nm. Las células se incubaron por 300 s. Las fracciones fueron
agregadas a los 315 s. Se utiliz6 como control K 10 (KCI 10 mM). (*) Induccion de la entrada
de Ca?* agregando ionomicina [1 mM] a los 430 s.

Los péptidos cuyo peso molecular se encuentra en un rango de 3 a 10 kDa son aquellos que
presentan actividad neurotoxica y que alteran la funcion normal de diferentes canales
ionicos para capturar a sus presas (Fautin 2009). Por lo cual, la fraccion FCmt<10 que
promovié el aumento de [Ca?"] | en células cromafines fue fraccionada mediante
cromatografia de fase reversa (Fig.12). Siete sub-fracciones fueron obtenidas. Se decidio
refraccionar la fraccion FCmtr1, ya que fue la subfraccion mas hidrosoluble y una de las
caracteristicas de las toxinas es que son solubles en altas concentraciones en el veneno y en

el ambiente donde ejercen su accion.
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Fig.12 Cromatograma (Cromatografia de fase reversa-220 nm) de la fraccion FCmt<10 kDa
proveniente del veneno del tentaculo de la cubomedusa Carybdea marsupialis. Las sub-
fracciones obtenidas Cmtr1-7 fueron colectadas manualmente. Flujo 1mL/min. Agua:
acetonitrilo. Columna Purospher C-18 HPLC 250 x 4.6 mm (5um).

De las sub-fracciones restantes se tomo la fraccion Cmtr1 y posteriormente se procedio a su
re purificacion (Fig. 13). Bajo las mismas condiciones cromatograficas pero cambiando el
gradiente lineal agua: acetonitrilo de 0-40% en un tiempo de 30 minutos a un flujo de
500pL/min. De esta re purificacion, se obtuvieron siete fracciones (Cmtr1.1-1.6), de las

cuales solamente las més hidrosolubles fueron secuenciadas (Cmtr1.1-1.4).
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Fig.13 Cromatograma (Cromatografia de fase reversa-220 nm) de la sub-fraccion Cmtg1l
proveniente del fraccionamiento de la fraccion Cmt<10 kDa del veneno del tentaculo de la
cubomedusa Carybdea marsupialis. Las sub-fracciones obtenidas Cmtr1.1-1.6 fueron
colectadas y las sub-fraccion Cmtr1.1-1.4 fueron secuenciadas.Flujo 500uL/min. Agua:
Acetonitrilo. Columna Purospher C-18 HPLC 250 x 4.6 mm (5um).

Una vez colectadas las fracciones Cmtr1.1-1.4, se concentraron mediante el sistema Speed-
Vac y posteriormente se re-suspendieron en un volumen ad hoc para determinar la masa
molecular de cada una de las fracciones mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
utilizando ACH ultra puro como matriz. Posteriormente la secuencia de aminodcidos fue

determinada en un espectrometro de masas Esquire con trampa de iones.

Consecutivamente a la determinacion de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
estructura primaria de los péptidos purificados, se procedi6 a analizar dichas secuencias con
los programas BLAST y ProtParam (Tabla 7). Sin embargo, no fue posible determinar
proteinas con dominios homologos a las secuencias obtenidas. Para determinar la presencia
de modificaciones post traduccionales en dichas secuencias, se compararon el peso
molecular experimental obtenido por espectrometria de masas y el peso molecular teérico
(PM) calculado mediante el programa ProtParam. Al comprobar que no habia diferencia
entre la masa tedrica y la masa experimental (PME), se asumio que los péptidos secuenciados

no poseen modificaciones post traduccionales.
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Tabla 7. Secuencias obtenidas de las sub-fracciones Cmtgr1.1-1.4

Cmtr1.1 pl: 9,1 PMy¢: 5741.51 PME:5741.4953 49 aa
SFNQEGCLTYHHCRNYLGHCKMFSYIHHDV GRASCTIDNK RHSMVARKS
Cmtr1.2 pl: 4,7 PM¢: 4546.11 PME:4546.1744 42 aa
MLRSDACVQI CSTAVEFQRC GADCVEKDFA TVQSGVYVSG RD
Cmtr1.3 pl: 5,0 PMy¢: 4199.82 PME:4199.8927 38 aa
MLRSDACHQR STCVEKMLTV DCMIGCEDSG VCYVSGRD
Cmtr1.4 pl: 6,5 PMt: 4063.64 PMEg:4063.7056 37 aa

MLQSRASCNE RSLCVAQFNC GHCERAVESC TVAFQIA

Secuencias obtenidas de las sub-fracciones Cmtr1.1-1.4. (PMy) Peso Molecular tedrico.
(PME) Peso Molecular experimental (Anexo 3).

Ya que el logaritmo de la herramienta Blast se basa en que las proteinas poseen una
naturaleza modular, es decir, que poseen al menos un dominio funcional dentro de su
secuencia y que los mismos dominios también se encuentran en proteinas de especies
diferentes (Altschul, et al. 1997). La falta de dominios homdlogos a las secuencias obtenidas
posiblemente se deba a que su tamafio es muy pequefio y por tanto al generar el primer
alineamiento global el sistema encuentra muy poca similitud entre las secuencias
comparadas. Asi mismo, la falta de secuencias de péptidos reportadas pertenecientes a la
clase cubozoa vy al phylum Cnidaria, disminuye la probabilidad de que se encuentren
secuencias similares en la base de datos del NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Por tanto, se decidi6 realizar basquedas en otras bases de datos, eligiéndose la
base de datos Knottin database*. Por medio de alineamientos de tipo PSI-BLAST (Position

Specific Iterative-BLAST) se buscaron secuencias homdlogas en la base de datos Knottin

4 Kottinin database es una base de datos que permite comparar secuencias mediante dos métodos Knottin3D
y KnottinlD (estructura 3D y 1D, respectivamente). En cuanto al método Knottin 1D, compara las secuencias
problema con proteinas ricas en cisteinas, que después basandose en el Score, el Blast-P value y el nimero de
cisteinas conservadas genera un alineamiento con una segunda secuencia en funcidn de los espacios inter
cisteina.
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database, mediante un algoritmo iterativo que nos permitio determinar patrones conservados

entre diferentes secuencias (Tabla 8).

Tabla 8. Secuencias obtenidas de las sub-fracciones Cmtgl.1-1.4

ID Score E-value Categoria Funcion
*Cmtgl.1 40 0.021 toxin-like Neurotoxina
*Cmtgl.1 SFNOQEGCLTYHHCRNYLGHCEKMFSYIHHDWVGR - - - -ASCTIDNKRHSMVWARKS

Hamantoxin | - ECRY ¥LGGCK KDSECCTHLOQCHSYWEWCIWDGTFGK------
=% wxx wx % . = =

Cmigl.2 38 1.9 toxin-like Meurotoxina

Cmtgl.2 MLRSDACVQICSTAVEFQRCGADCVEKDFATVASGVYWVSGRD
Latroinsectotoxin MSRADQCKLLAYTAVGYETWVGHN- - VAADIASIEGANLYA---

*Cmtgl.3 40 0.42 toxin-like Neurotoxina

*Cmtgl.3 MLRSDACHQRSTCVEKMLTY DCMIGCEDSGVY- - - - CYVSGRD—
gamma-KTx 3.2 - -DRDSCVDKSRCAKYGYYQACEICCKKAGHRGGTCEFFKCKCKY

Cmigl.4 a7 1.5 toxin-like Neurotoxina

Cmtgl.4 -MLQSRASCNERSLCVAQFNCGHCERAVESCTVAFQIA--------mmmmmmmmmmeeev

Pisautoxin KFCSSSAECGEGSCCTGGSFNR HCOSL AENGTPCOQOPNKYDHYSTGCPCKEGLVCSAINY COKA

£ = % %% . + = *

Anadlisis de las secuencias obtenidas mediante el servidor de reconocimiento de plegamiento de
proteinas (Phyre 2) y el programa de alineamiento local multiple de secuencias (Psi-BLAST)
utilizando la base de datos Knottins de Uniprot (Kelly 2015). (*) Péptidos sintetizados.

Los péptidos analizados mostraron similitud con neurotoxinas aisladas de venenos de otros
organismos como arafias (Haplopelma hainanum, Latrodectus tredecimguttatus,
Dolomedes mizhoanus) Yy escorpiones (Mesobuthus martensii), aunque los valores de E-
value (E) son altos. EI (E) es un parametro que describe si el alineamiento encontrado a
partir del alineamiento multiple es producto del azar (Ruido de fondo aleatorio) mientras
tenga un valor mas cercano a cero, permite considerar al alineamiento como mas
significativo, sin embargo, tomando en cuenta que el calculo de E value se basa en la
longitud de la cadena analizada y que se ha reportado que alineamientos de secuencias cortas
idénticas presentan altos valores de E (Bethesda 2005), solamente se tomaron en cuenta a

los péptidos con los valores de E mas bajos para ser sintetizados (Cmtgr1.1 y Cmtg 1.3).


https://en.wikipedia.org/wiki/Haplopelma_hainanum

53

Una vez analizadas las secuencias obtenidas, se sintetizaron los péptidos Cmtr1.1 y Cmtr
1.3 mediante sintesis quimica de péptidos basados en el uso del agente protector del grupo
alfa amino Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo) en fase solida. (La sintesis de Cmtr1.3 fue

complicada y no se incluyo en el presente trabajo).

Para probar el péptido sintetizado, se decidio utilizar técnicas de microscopia de epi-
fluorescencia acopladas a un sistema de micro inyeccién y un indicador de la concentracién
intracelular de Ca?* (Fluo-4 AM). Se decidi6 utilizar como modelo a las células cromafines
debido a que como se ha mencionado anteriormente, IS presenta signos y sintomas
relacionados a liberacidn excesiva de catecolaminas y los feocromacitomas (Beiley, et al.
2005; Tiong 2008). Por otro lado, aungue no se conoce aun el proceso fisioldgico secuencial
completo de la liberacion de catecolaminas por parte de la medula suprarrenal, se sabe que
la liberacion de estos neurotransmisores esta mediada por fibras pre-ganglionares que
mediante acetilcolina promueven la despolarizacion de la membrana celular de las células
cromafines a través de su interaccion con receptores nicotinicos. Los receptores nicotinicos
inducen consecuentemente el aumento de la permeabilidad membranal a los iones Na*y
Ca?*, promoviendo finalmente la liberacion de catecolaminas por exocitosis (Brunton, et al.,
2006).

A.

Fig.14 Micrografia de células cromafines (40x). Se utiliz6 como indicador de la
concentracion de Ca?* intracelular al fluoréforo Fluo-4 Am. Se suministraron pulsos de 500
ms. A) Células cromafines sin tratamiento. B) Células cromafines después de un pulso de
K* 100 mM C) Células cromafines después de un pulso de Cmtr1.1 (174.1uM).
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El la Fig. 14 se muestran micrografias de células cromafines sin tratamiento y tratadas con
un pulso de 500 ms de K* 100 mM y 147.1 uM de Cmtr1.1. En ambos casos la concentracion
de [Ca?*]; aumentd tanto en presencia de Cmtr1.1 como de K*, sin embargo el aumento de
la [Ca?*]; es mayor con el pulso de K* que con de Cmtr1.1. En ambos casos el aumento de
[Ca®*]i se correlaciona con la liberacién de catecolaminas por parte de las células cromafines.
Se utilizo el indicador Fluo-4 AM debido a que permitié determinar si la concentracion de
[Ca?*] 1 en las células cromafines aumentd o no al ser expuesta a la despolarizacion inducida
por K* (100 mM) o Cmtr1.1 (174.1uM).

Con el fin de ponderar la intensidad de fluorescencia del indicador Fluo-4-AM se recurrio
al programa de anélisis de imagen ImageJ. Este programa permitid calcular la fluorescencia
y el area de cada una de las células permitiendo generar la Fig.15. En esta figura se observa
que las células responden aumentando la [Ca?*];a dos pulsos de 500 ms de K*, asi como a
los pulsos de 500 ms de Cmtgr1.1, sin embargo, la respuesta a la despolarizacion inducida
por K*es considerablemente mayor que la inducida por la exposicién a la toxina. Para
sustraer la intensidad de fondo se tomé una imagen de fondo al inicio del experimento y se

sustrajo de las imagenes obtenidas subsecuentemente durante el experimento.
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Fig.15 Efecto de Cmtr1.1 sobre la concentracion de Ca?* intracelular en células cromafines.

Se proporcionaron pulsos de 500 ms en cada tratamiento. 1) y 6) K* 100 mM. 2-5) Cmtgr1.1
174.1uM
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4.1.2-Caracterizacion de los péptidos activos procedentes de las campanas de Carybdea
marsupialis

Como se ha mencionado anteriormente, la secrecion de toxinas por parte de otras regiones
anatomicas diferentes a los tentaculos se ha propuesto como un mecanismo que permite a los
cnidarios asegurar y digerir a sus presas. En el caso de C. marsupialis solamente se han
descrito toxinas procedentes de extractos obtenidos de la descarga de los nematocistos
presentes en sus tentaculos (Sanchez-Rodriguez, Torrens and Segura-Puertas, 2007; Rottini,
Gusmani, et al., 1995). Sin embargo, se ha descrito la presencia de nematocistos que pueden
contener toxinas en porciones definidas de la ex umbrela, asi como en los canales gastricos
(Fig.8B) (Camillo, et al. 2006). Por lo cual se procedié a disecar los tenticulos de las
campanas de los organismos recolectados y posteriormente se realizd el proceso de
extraccion a las campanas. Una vez obtenido el extracto crudo (CmEc) fue liofilizado y
guardado en congelacion hasta su uso. Para realizar la extraccion del veneno se tomaron en
cuenta las mismas precauciones que en los tentaculos con el fin de obtener el extracto de las
estructuras que presentan nematocistos (ex umbrela y canales géastricos) primordialmente
sobre aquellos otros tejidos como el tejido epitelial. Posteriormente se determind el Mass
fingerprint de los componentes de CmEc mediante espectrometria de masas MALDI-TOF
utilizando diferentes matrices (SA, ACHy DHB). El perfil obtenido en el espectro de masas
(Fig. 16) corresponde a lo reportado en la literatura, ya que se ha establecido que el veneno
de los cnidarios puede ser dividido en tres categorias principales: péptidos neurotoxicos,
proteinas con actividad enzimatica (proteasas y fosfolipasas) y citolisinas (Moran,
Genikhovich, et al. 2012) (Lassen, Helmholz, et al., 2010). Se detectaron 39 componentes
con pesos moleculares entre 2091-14397 Da. Las sefiales detectadas se pueden dividir en dos
grupos. Péptidos entre los 3 y 10 kDa, lo que normalmente se asocia a la presencia de
neurotoxinas (Lazcano-Perez, et al. 2016) y una sefial de baja intensidad de 14.3 kDa. Esta
ultima sefial podria ser indicativo de la presencia de fosfolipasas A2, ya que usualmente estas
enzimas poseen una masa molecular comprendida entre los 13 kDa y 18 kDa (Timo J, et

al. 2004; Bahareh, et al. 2016). Finalmente no se observaron sefiales mas alla de los 15 kDa
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Fig.16 “Mass fingerprint” del extracto crudo obtenido del veneno proveniente de las
campanas (CmEc) de la cubomedusa Carybdea marsupialis. (r.int.: intensidad relativa; %:
normalizada). Se muestra el peso molecular de los péptidos y proteinas cargados [M+H]* con
una relacion sefial/ruido >2.

De manera general se acepta que el veneno de Cnidarios contiene neurotoxinas con un peso
molecular aproximado de 3-10 kDa (Zhang, et al. 2003) las cuales alteran el potencial de
accion en celulas con membranas excitables del sistema nervioso, cardiovascular y musculo-
esquelético a través de la modificacion de la apertura de canales dependientes de voltaje de
sodio, potasio y calcio (Jouiaei, Yanagihara, et al. 2014; Smith y Blumenthal 2007). En el
caso particular de C. marsupialis s6lo se han reportado cuatro toxinas aisladas de extractos
de nematocistos ubicados en los tentaculos de C. marsupialis y no se ha estudiado hasta el
momento la posibilidad de que las toxinas provenientes de extractos de nematocistos
ubicados en las campanas de este organismo pudiesen poseer actividad neurotoxica.
Tomando en cuenta la deteccion de sefiales en el rango de peso molecular 3-7 kDa en el
Mass fingerprint correspondiente a CmEc (Fig. 16), se determind la actividad neurotdxica

de CmEc en el modelo de CCG in vitro, de manera similar al ensayo realizado para
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determinar esta actividad con CmEt (Fig. 17). Este modelo permitié determinar los efectos
indirectos de CmEc en el flujo de Ca?* en CGC. En este ensayo se probaron dos
concentraciones de CmEc (A3:3 y A4:0.3ug/mL). EI comportamiento de CmEc observado
en el ensayo es de tipo mixto, ya que al ser agregado a CGC “jévenes” (5 dias) tanto con la
concentracion A3 como A4, estas aumentaron su supervivencia de manera similar a cuando
se agregd NMDA, mientras que al agregase a células “viejas” (10 dias), no disminuy6 la
viabilidad celular. Asi mismo cuando se agregd NMDA en conjunto con A3, la viabilidad
celular de CGC jévenes disminuy6. Por otro lado cuando se agregé MK801 en conjunto con
A3 se observé que la supervivencia de CGC maduras aumentd moderadamente respecto a
cuando se agregd solo MK801, mientras que cuando se agregd A4 en conjunto a MK 801
parece no haber diferencia entre el porcentaje de viabilidad celular de CGC, por lo que se
infiere que los efectos generados por CmEc sobre CGC deben ser producto de un proceso
alterno a la apertura de canales inotrépicos de glutamato. Asimismo, el comportamiento
mixto de CmEc puede deberse a que el extracto pueda contener diferentes toxinas con
mecanismos de accion diferentes, asi como otro tipo de toxinas que afecten la viabilidad
celular como es el caso de las citolisinas y PLA> (Riss, Morave y Niles 2013) (Caro y
Cederbaum 2003).

Dado que CmEc de Carybdea marsupialis mostré tener efecto neurotéxico sobre CGC, se
decidié concentrar y fraccionar CmEc mediante el sistema de ultrafiltracion Amicon. Se
utilizaron las membranas Millipore de 10 y 30 kDa. Se obtuvieron tres fracciones FCmc<10,
FCmc10-30 y FCmc > 30, las cuales fueron alicuotadas, liofilizadas y guardadas en

refrigeracion hasta ser utilizadas.

Para definir que fraccidén poseia actividad bioldgica sobre células excitables, se decidid
determinar el efecto de FCmc<10 en el curso temporal de la concentracion relativa de Ca?*
([Ca?*]y) en células cromafines bovinas in vitro (Fig. 11), ya que estas células son usadas
como modelo de células excitables como neuronas noradrenérgicas (Dominguez, et al. 2012).
Se utilizé la fraccién FCmc<10 ya que en la literatura se ha establecido que generalmente las
toxinas de los cnidarios que afectan canales i6nicos tienen un peso molecular aproximado de
3-10kDa (Rathbone, et al. 2016). En la Fig. 11, se puede observar que la fraccion FCmc<10

aumentd la [Ca?*] | en células cromafines, mostrando un efecto similar pero de menor
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intensidad que la fraccion FCmt<10 y K* [10 mM]. Asi mismo, al agregar ionomicina al
medio de cultivo, se puede observar que hay aumento en la fluorescencia, por lo cual
podemos inferir que los efectos de las fracciones en las células cromafines no se deben a la

disrupcion de la membrana celular, ya que la ionomicina es un ionoforo divalente.
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Fig.17 Actividad neurotdxica en Células Granulares Cerebelares (CGC) del extracto crudo
obtenido del veneno proveniente de las campanas de la cubomedusa Carybdea marsupialis.
Se realizaron pruebas de viabilidad en neuronas granulares tratadas a los 5 dias (Azul) y a
los 10 dias (Rojo). La determinacion de la viabilidad celular se realiz6 a las 30 h. (K5) KCI
5mM. (K25) KCI 25mM. (A3) Veneno de campanas (3 ug/mL). (A4) Veneno de campanas
(0.3pg/mL). (NMDA) N-metil-D-aspartato 140 uM. (MK 801) Dizocilpina 140 puM.

Dado que CmEc mostré un efecto mixto en el modelo de células CGC y que la fraccion
FCmc<10 mostré aumentar la [Ca?*] | en células cromafines, se determind el efecto de
FCmc<10 en la concentracion intracelular relativa de K* ([K*];)) mediada por el canal Kv
10. 1 expresado en células HEK (celulas embrionarias de rifidn humano). Para llevar a cabo
este ensayo, se aprovecho que los iones de talio (TI*) pueden utilizarse como un sustituto de
K*, por lo cual, al afiadir TI* al medio extracelular y al abrirse los canales Kv, los iones TI*
pueden fluir en funcion de su gradiente de concentracion hacia el interior de las células y la

actividad del canal se detecta con un colorante indicador fluorescente TI*-AM (acetoximetil
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éster) que puede ser determinado mediante un lector de placas a 515 nm (Weaver, et al. 2004).
Asi mismo, se decidio utilizar el canal Kv 10.1 en células HEK, ya que este canal juega un
papel importante en muchos procesos celulares como la proliferacion celular y la progresion
del ciclo celular. (Ouadid-Ahidouch, Ahidouch y Pardo 2016).
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20 mM 1 pgiuL 0.1ug/uL 0.01pgipL 0.001 Hg/uL

Fig. 18 Efecto de FCmc<10 en la concentracién intracelular relativa de K* ([K*]i) mediada
por el canal Kv 10. 1 en células HEK. Los cambios en la concentracion de K* intracelular se
determinaron en células HEK precargadas con un indicador sensible a TI* (Acetoximetil) a
515 nm. Las células se incubaron con la toxina por 300 s. La actividad de las concentraciones
probadas se manifiesta a los 315 s cuando se induce la despolarizacion de la membrana
celular por la adicion de K*[20 mM].

Se puede observar en la Fig. 18 que [K*]i disminuye de manera dosis dependiente al agregar
FCmc<10, ya que al incubar las células con la concentracion méas alta de esta fraccion
(1pg/uL) se observa una disminucion de alrededor del 80 % de la concentracién de potasio
intracelular inducida tras la despolarizacion de la membrana celular causada por la adicion
de K*[20 mM]. Asi mismo [K*] | no varia respecto al control al incubar las células HEK con
la concentracion més diluida de FCmc<10 (0.001pg/pL).
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La FCmc<10 fue fraccionada mediante cromatografia de fase reversa (Fig.19) ya que
presentd actividad biolégica en células cromafines promoviendo el aumento de [Ca®*]; e
inhibiendo la [K*]en células HEK transfectadas con el canal Kv 10. 1. Ocho sub-fracciones
fueron obtenidas (FCmcr<10.10-10.17).
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Fig. 19 Cromatograma (Cromatografia de fase reversa-220 nm) de la fraccion FCmc<10 kDa
proveniente del veneno de la campana de la cubomedusa Carybdea marsupialis. Se
obtuvieron las sub-fracciones FCmcgr10.10-10.17. Flujo 500pL/min. Agua: acetonitrilo.
Columna Purospher C-18 HPLC 250 x 4.6 mm (5um). *La fraccion FCmcgr10.16-17 fue
colectada entre el minuto 35-38 para los ensayos bioldgicos pero fue separada en dos tubos
para fines de secuenciacion.

Posteriormente, en concordancia con el enfoque de la purificacion biodirigida, se decidid
determinar el efecto de las fracciones FCmcr<10.10-10.170btenidas del fraccionamiento de
FCmc<10 kDa determinando el curso temporal de la [Ca?*] i, en células cromafines bovinas
in vitro. Se decidio utilizar este modelo, ya que FCmc<10 kDa mostré la capacidad de ejercer
efecto neurotdxico sobre CGC y principalmente debido a que la hipotesis mas aceptada hasta

el momento para explicar los signos y sintomas de IS, propone que alguna toxina presente

% Solucién B
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en el veneno de las cubomedusas es capaz de intervenir en el proceso de liberacion de

catecolaminas por parte de las células cromafines (Rathbone, et al. 2016).

El ensayo consistié en incubar células cromafines por 300ms con las fracciones FCmc10.10-
10.16 (Fig.20). Las células fueron previamente cargadas con el indicador de Ca?*
fluorescente permeable Fluo-4 AM y se determiné el curso temporal de [Ca?*] | mediante un
lector de placas a 525 nm. Se agreg6é K*[10 mM] a los 315 y a los 430s ionomicina [1 mM].
En este ensayo la fluorescencia se utiliz6 como monitor de los efectos de FCmc10.10-10.16
en la [Ca?']; después de la induccién de la despolarizacion de la membrana celular de las
células cromafines. Las células cromafines se utilizaron como modelo ya que para ejercer su
funcion, estas células poseen un amplio arreglo de canales idnicos que les permiten generar
y mantener un potencial de accion que culmina en el incremento de [Ca?*]; permitiendo la

exocitosis de catecolaminas contenidas en vesiculas (Garcia, et al. 2006)
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Fig.20 Efecto de las fracciones FCmcr<10.10-10.16 en la concentracion intracelular relativa de Ca?*
en células cromafines bovinas. Los cambios en la concentracion de Ca * intracelular se determinaron
en células cromafines precargadas con Fluo-4 a 525 nm. Las células se incubaron con la toxina por
300 s. Las fracciones fueron agregadas a los 15 s y se encubaron por 300s. (MR) medio de registro
como control. (*) Induccion de la despolarizacion de la membrana agregando K* [10 mM] a los 315
s. (**) Induccién de la entrada de Ca?* agregando ionomicina [1 mM] a los 430 s.
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En la Fig. 20 se puede observar que al agregar K*[10 mM] se induce la despolarizacion de
membrana que resulta en el aumento de [Ca?*];, lo cual indica indirectamente la posterior
liberacion de catecolaminas al medio intracelular. Sin embargo, no se observaron cambios
en la [Ca?'] | durante el tiempo de incubacién (300s). Por otro lado al inducir la
despolarizacion en células encubadas con la fracciones FCmcr<10.10-10.16 alos 315 s con
K*[10 mM], se obtuvieron efectos diferentes en [Ca?*] | para cada una de las fracciones, ya
que algunas fracciones aumentan la [Ca**] | (FCmc<10.13-14) mientras que otras la
disminuyen. Asi mismo se puede inferir que los efectos de las fracciones en la
permeabilidad de la membrana celular a Ca?* no se debe a la disrupcién de la membrana
celular, ya que la ionomicina es un iondforo divalente que produce el aumento

maximo[Ca?*];, lo cual se observa a los 430 s.

Para visualizar de mejor manera los efectos de las subfracciones FCmcgr<10.10-10.16, se

realizé un ensayo con las mismas condiciones que el anterior pero determinando la [Ca?*] |

160

cuando se induce la despolarizacion de las células cromafines a los 315 s (Fig. 21).
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Fig.21 Efecto de las fracciones FCmcr<10.10-10.16 en la concentracion intracelular relativa de Ca®
en células cromafines bovinas al inducir la despolarizacion de las células a los 315 s con K*[10 mM].
El cambio en la concentracion de Ca 2* intracelular se determin6 en células cromafines precargadas
con Fluo-4 a 525 nm. Las células se incubaron con la toxina por 300 s. Las fracciones fueron
agregadas a los 15 s y se encubaron por 300s. (MR) medio de registro como control.
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En la fig. 21 las subfracciones FCmc<10.13-14 aumentan [Ca?*] | mientras que las demas
subfracciones lo disminuyen, lo cual concuerda con los experimentos de la Fig. 20. Asi
mismo, la razén por la que La fraccion FCmc<10 aumente [Ca®*] 1 puede deberse al efecto

sumatorio de sus componentes.

Una vez determinado el efecto de las sub-fracciones FCmc<10.10-10.16 sobre [Ca®*] | en
las células cromafines se procedié a determinar la identidad estructural de los péptidos
mediante espectrometria de masas en un espectrometro de masas Esquire con trampa de
iones. Las secuencias obtenidas fueron analizadas con los programas BLAST y ProtParam
(Tabla 9). Se determind la ausencia de  modificaciones post traduccionales en dichas
secuencias, ya que al comparar el peso molecular experimental obtenido por espectrometria
de masas y el peso molecular teérico calculado mediante el programa ProtParam, no hubo

diferencia entre la masa teorica y la masa experimental.

Las secuencias se analizaron con la herramienta bioinformatica Blast para determinar
mediante alineamientos globales dominios homologos con proteinas de otras especies, sin
embargo no se encontraron dominios homoélogos mediante esta aproximacion. Este resultado
puede deberse a la poca cantidad de proteinas reportadas de cnidarios, asi como la falta de
genomas de estos organismos en la base de datos del NCBI. Por tanto se decidio analizar las
secuencias mediante la base de datos Knottin database y alineamientos iterativos usando el
algoritmo PSI-BLAST (Tabla 10).
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Tabla 9 Secuencias obtenidas de las sub-fracciones Cmtr10.10-17

Cmcr10.1 pl: 9,2 PMt: 4083.88 PMEe:4083.9381 36 aa
VAFRNVCTPQ GCILPHGARN VTSFIGKMCF WQELKM
Cmcr10.2 pl: 4,4 PMt: 4187.76 PMEg:4187.8179 40 aa
MLRDACVQIC STAVEFQRCG ADCVEKDFAT VQSGVYVSG
Cmcr10.3 pl: 6,7 PMt: 3960.65 PMEe:3960.7116 35aa
MELYPFMKAC RDAVCEANSL IHCSTVHICF NRASV
Cmcr11.1 pl: 5,8 PM:: 5065.88 PMEe:5065.9543 45 aa
SERILEVCAS DAECNMKLIC RHANCVYKLI HMPSFGQEHM AESVA
Cmcr11.2 pl: 4,5 PM:: 6663.70 PMEe:6663.7896 61 aa
MEASDARCIL SVAQCRDACE VAWTIMVSPG HILSTPYAVQ ECTDCARNVE GEQMSTVILK M
Cmcrl2.1 pl: 5,0 PMt: 8395.85 PMEg:8395.9517 76 aa
MQDKLSPLAQE LRDMKAVVLT LAVLCMIAEL CAERCQAERC IEQLISVANV ARARVASERY ALERSDFIAE LYASMA
Cmcrl2.2 pl: 5,0 PMt: 4199.82 PMEe: 4199.8927 38 aa
MLRSDACHQR STCVEKMLTV DCMIGCEDSG VCYVSGRD
Cmcr12.3 pl: 6,1 PMt: 8369.55 PMEe:8369.6467 42 aa
MHKDLEECVK QKVQPYLDEF QKKWHECEVE IYRQKVAPLG EEFREGARQK VQCESAQTLR ACQSMARIEQ
Cmcrl2.4 pl: 7,8 PMt: 13566.58 PME:13566.5759 80 aa

AVFASDQIVL RKCARQEYAV LSACERDFPR STVCGHIKMF ARNECDVYTS WKMLHGQESR QLMIVAEDCQ GRTASLRQEMHKDLEEVKQK
VQPYLDEFQK KVSILAAIDE ASKKLNAQ

Cmcr13.1 pl:5,9 PM: 7293.39 PMEe:7293.4811 59 aa
MAREVCESAH ILIRQLCAER QCRQEMHKDL EEVKQKCVQP YLDEFQKKCW HEEVEIYRQ
Cmcr14.1 pl: 6,5 PM: 4063.64 PMEe:4063.7056 37 aa
MLQSRASCNE RSLCVAQFNC GHCERAVESC TVAFQIA
Cmcr14.2 pl: 5,6 PM:: 15497.71 PMe:15497.8716 80 aa

MLRKEVCQEF WDNLEKETAC SLRQEMHKDC CDFATVYVEA KDAERSDDLR QRLTARLEAL KEGLPVLESL KVSILAAGEK AKPVLEDLRQ
AERVAYMRGH KLIHVYDCER NALIHSFMSV NDEQHREQMS TMQ

Cmcr15.1 pl: 4,7 PM:: 6865.87 PME:6865.9594 59 aa
MLQSVALGCS TQMLCGPVTQ EFWDCNLEKE TASLRQEMHC KDLEEVKQKV QPYLDEFQK

Cmcr15.2 pl: 5,0 PM:: 5948.71 PMEe:5948.7794 55 aa

MLMNSYTRES CSQASANDSV AIGDFCKISE VALVQRPARE QQEVACWSAC VGLGH

Cmcr16.1 pl: 5,6 PM:: 6832.73 PMEe:6832.8166 58 aa
MHKLMNVCER AQEQCRFDSN LMIESRCDQA ERVTVEADSF KERSHVGFIM QARAVDER

Cmcr16.2 pl: 4,6 PM:: 4950.43 PMEg:4950.4413 46 aa

MEQESADCVE RTIKGCLERD VNAQSVARTS ATIDFNEMRT AGTSAG
Cmcr17.1 pl: 4,7 PM::7227.87 PMEe:7227.9475 65 aa
MEKHSERAQV CYTRESAVAR AAESDGDSIS AIAEDNAMGL NDFRECASQY VARPYSDDLR QRLTA
Cmcr17.2 pl: 9,5 PM:: 2271.65 PME: 2271.6393 21 aa
RLEALKEGGG SLAVKQKVQP Y
Cmcr17.3 pl:6,5 PM:: 7073.13 PMEe:7073.2010 64 aa
MANVSILAAI DEHAKASEQL KAASKKLKDF ATVYVEAIKD SGRDYVAQFN AQMAWERTVA IMLN
Cmcr17.4 pl: 5,2 PM:: 6120.75 PMEe:6120.8177 55 aa

SERVALISTR QAERCAVCSA DNDASIKHFN VDCQVESANE RMLYRESDCA RSVNA

Secuencias obtenidas de las sub-fracciones Cmtg10.10-17. Las secuencias fueron analizadas con
el programa ProtParam y se compararon con los datos experimentales. (PM;) Peso Molecular tedrico.
(PME) Peso Molecular experimental. La fraccién FCmcg10.16-17 fue colectada entre el minuto 35-
38 para los ensayos biol6gicos, pero fue separada en dos tubos para fines de secuenciacion dando
lugar a la sub-fraccion Cmtgr17.1-4(Anexo 4).
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Tabla 10. Secuencias obtenidas de las sub-fracciones obtenidas de FCmc<10

D Score E-value Categoria Funcion
Cmcg10.1 38 0.72 toxin-like Neurotoxin
CmcR10.1 VAFRNVCIPQGCILPHGARNVISEIGEMCEWQELEM
Ul3-ctenitoxin = —————- CTSDgCCYG——-KCMTAFMGKTCmmm————
% % = % - sk otk sk
Cmeg10.2 38 0.72 toxin-like Neurotoxin
CmcR10.2 MLRDACVQICSTAVEFQRCGADCVEKDFATVRSGVYVSG
TUl3-lycotoxin -==DCCLNIATCHCRFGRYFCSCTFGDY QT - = === ===
s = . " ‘o
Cmeg10.3 42 0.42 toxin-like MNeurotoxin
CmcR10.3  ——————— MELYPFMKACRDAVCEANSLIHCSTVHICFNRASV————
Crenitoxin ECADVYKECWY PEEKPCC —i—DRnCQCSI. IC‘:" —————— HEATLGDIF
s " . i
Cmegl1l.1 54 0.040 toxul-]]kc Neurotoxin
CmcR11l.1 SERILEVCASDAECHMHLICRHANCVYHL
Q3YED2_CONLT/1-72 TCNNDAECCFPYSCENSNC
- o . e - * = ek
Cmegll.2 53 0.049 toxin-like Ncurotoxin
CmcR11.2 MEASDARCILSVAQCRDACEVAWNT IMVSPGHILSTPYAVQECTDCARNVEGEQMSTVILEM
Kappa-conotoxin-like ~--—---CFLLVIACLNL FQ’r VLISRCFEPGIYCTPYLpgTCCDTCRNV - ————— -~
I . * - . xwww
Cmcgl12.1 51 0 20 tox.ln-hkc Neurotoxin
CmeR12.1 MODKLSPLAQELR DM AV L TLAVLOM I AELCRERCORERCIEQL I SVANVARARVASER VALERSDE TRELYASMA

OVHT TT-"FE—"lC—RF. RSMEMSD--———————-

CMSDTDevERCcqle ¥ CVEQLT

Omega-theraphotoxin = ———————

Cmegl2.2 42 0.42 toxin-like MNeurotoxin
CmcR12.2 MLRSDACHQRSTCVERMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGRD
gamma-KIx ~—— - DSCVDKSRCAKYGYYQQCE I CCKKAG-———————

*ew * * %
Cmegl2.4 43 0.35 toxul—].lkc Neurotoxin
CmcR12.4 FARNECDVYTSWEMLHGQESR QIMIVAEDCQGRTASLRQEMHKDL
Four-logp --—--— "QLI ) DDSR:-C‘-—IF A11SMSTRCQGRGASCRETMY-———
- . & % = - L * * . * -

Cmcgl3.1 39 0.72 toxin-like Neurotoxin
CmcR13.1 MAREVCESAHILIRQLCAERQCRQEMHKDLEEVHQKCVQEY LDEFQHKCWHEEVET YRQ
Conotoxin =  ——-——————o LIVVALCMLT TCHTENYRDSQEV — = = = = e e e e e

=*3 e ®S ® LW Q1w

Cmecgl4.1 47 0.17 toxin-like Neurotoxin

CmcR14.1 MLQSRASCNERSLCVAQFNCGHCERAVESCTVAFQIL
Conotoxin ***ansC'lEr.‘ "CS CFQC’-.:'J‘E CP.S—]CT 777777
rnivesiih W = "
Cmcgld.2 49 toxul-hkc Neurotoxin
CmcR14. MLRKEVCQEFWDNLEKETACSLR-—-QEMHKDCCD
Conotoxin LLAAHAQFFLSDNIESERGCSGLAYKRCSSSQROCE
T * - Wz kkzk % _kk . HI A
Cmcgl5.1 49 0.11 toxin-like Neurotoxin
CmcR15.1 MLOSVALGCSTQMLCGEVIQEFWDCHNLEKETASLROEMHCKDLEEVEQKVQPYLDEFQK
U2-ctenitoxin 0 ———————— CCRSHMEKDVCTC ]:"fPSQn—' KELCTCQQPKHLEKYIEKGLQKAKDY —————-
Cmcgrl5.2 38 0.72 sngnahng-protmn Melanogmesus
CmcR15.2 MLMNSYTRESCSQASANDSVAIGDECKI SEVALVORPAREQOEVACWSACVELGH
ASIP_MACAS & ——— SHNSSVNLLDEPSVSIVALN 4 2
* & - LR - L .

Cmegl6.1 0 17 Kun.itz—].ike Inh.ibidor tripsina
CmeR16.1 KLMNVCERAQEQCRFDSNLMI ESRCDQRERVIVEADSFKERSHVGF IMQARAVDER
ITRS_LUFCY ———TICPRITMPCHTDDDCMLDORC—— —— ——————— ——— —— e

T T

Cmcgrl7.1 41 0.49 toxin-like Neurotoxin

CmeR17.1 MEKHSERAQVCYTRESAVARAAESDGDSI SATAEDMAMGLNDFRECASQYVARPYSDDLEQRLTA

theraphotoxin —————————— CRESHSAGGKICKSEGSSISA-——————————————————————m—

- R B S el bk
Cmegl7.2 37 Neurotoxin
CmeR17.2
Conotoxin

Cmcgel7.3 39 0.99 Enzima Enzima

CmcR17.3 MANVSILAAIDEHAKASEQLKAASKHLKDFATVYVEAIKDSGRDYVAQFNAQMAWERTVE IMLN

F2SHJS_TRIRC =  ————— FAREFRAEAANKEHREDN ~ = === == e e e e e e o e

*E ke rRE_KE ke K

Anadlisis de las secuencias obtenidas mediante el servidor de reconocimiento de plegamiento de
proteinas (Phyre 2) y el programa de alineamiento local multiple de secuencias (Psi-BLAST)
utilizando la base de datos Knottins de Uniprot (Kelly 2015).
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4.1.2- Otras actividades biologicas del extracto obtenido de los nematocistos localizados en
las campanas de Carybdea marsupialis

4.1.2.1.-Actividad proteolitica
Algunos de los componentes mas importantes del veneno de animales marinos y terrestres

son las proteasas: serin-proteasas (SP) y especialmente las metaloproteasas (MMP), debido
a que los pesos moleculares de las proteasas son muy variados, se decidié realizar ensayos
de actividad proteolitica con las fracciones FCmc 10-30 y FCmc >30. La determinacion de
la actividad proteolitica se realizd mediante el método de Kunitz. En la Fig. 22 se observa
que las fracciones FCmc 10-30 y FCmc >30 presentaron actividad proteolitica, aunque
FCmc 10-30 mostr6 mayor actividad que FCmc>30. Con el fin de determinar en qué
fraccion se encontraban las metaloproteasas, se tomo en cuenta que estas requieren de iones
divalentes como Zn?* 0 Ca?* para ser activas, por lo cual son inhibidas por la presencia de
agentes quelantes como EDTA (Acido Etilendiaminotetracético) mientras que las serin
proteasas no son afectadas. El experimento se realizdé bajo las mismas condiciones que el
experimento anterior, pero agregando EDTA (0.5 mM). En la Fig. 22 se puede observar que
la actividad proteolitica de FCmc>30 disminuyd en relacion a la actividad que mostré sin
EDTA, mientras que FCmc10-30 no mostré cambios en su actividad. Por tanto, MPP se

encuentran en FCmc>30 mientras que SP, se encuentran en FCmc10-30.
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Fig.22 Actividad proteolitica de las fracciones FCmc>30 y FCmc10-30 obtenidas del extracto crudo
del veneno proveniente de las campanas de la cubomedusa Carybdea marsupialis. (*)Fracciones a
las que se agregé EDTA 0.5 mM, Se utilizé como control a la Bromelina.



67

4.2 Discusion de resultados

Como se ha mencionado anteriormente en este trabajo, los cnidarios secretan una gran
diversidad de toxinas en sus venenos que le permiten defenderse o cazar, sin embargo la
caracterizacion de proteinas y péptidos bioactivos de las medusas de la clase cubozoa se ha
visto obstaculizada debido a la dificultad en la colecta de organismos y su identificacién, asi
como la tendencia de las toxinas de estos venenos a agregarse y adherirse a las superficies de
los sistemas de separacion. (Brinkman y Burnell, 2008; Badré S 2014). Asimismo, se ha
sugerido que la variabilidad en los resultados obtenidos por diferentes grupos se debe al

método y la variabilidad de las fuentes de extraccion.

Carybdea marsupialis, al igual que otros miembros de la clase Cubozoa, se compone de
aproximadamente 95 % de aguay de 4-5 % de proteina (Peggy Hsieh, Leong y Rudloe 2001)
por lo cual en método de extraccion es critico para obtener un rendimiento aceptable y evitar
contaminaciones producto de la manipulacion de los organismos (Anexo 1). Aunque la
diferentes técnicas de extraccion de venenos de Cnidarios estan sujetas a debate, una de las
mas utilizadas hasta el momento es la técnica “disrupcion mecanica”, la cual fue utilizada en
el presente trabajo, ya que permite evitar contaminaciones provenientes de otros tejidos y el

exterior (Frazdo y Antunes, 2016).

Los perfiles obtenidos en los espectros de masas de la Fig. 9 y 16 correspondientes a los
extractos de los tentaculos y las campanas respectivamente, muestran sefiales similares a lo
reportado en la literatura, ya que se ha establecido que el veneno de los cnidarios puede ser
dividido en tres categorias principales: péptidos neurotdxicos (3-10 kDa), proteinas con
actividad enzimatica (10-30 kDa) y citolisinas (>30 kDa) (Moran, Genikhovich, et al. 2012;
Lassen, Helmholz, et al.,2010). Sin embargo existen diferencias entre los dos espectros,
principalmente en cuanto al niumero de componentes detectados, ya que en el espectro de
masas de CmEt se detectaron 43 componentes con pesos moleculares entre 2724-17911 Da,
mientras que para el espectro de CmEc se detectaron 39 componentes con pesos moleculares
entre 2091-14397 Da. Las sefiales detectadas en ambos espectros se pueden dividir en dos

grupos de acuerdo a su peso: sefiales de alta intensidad entre 3 y 10 kDa que se asocian
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usualmente con la presencia de neurotoxinas (Lazcano-Perez, et al. 2016) y un grupo de
menor intensidad entre 13 y 18 kDa que se asocia a la presencia de fosfolipasas de tipo Az
(Timo J, et al. 2004; Bahareh, et al. 2016). En ambos espectros no se observan sefiales mas
alla de los 18 kDa, sin embargo se ha reportado la presencia de citolisinas en el veneno de
C. marsupialis con pesos moleculares mayores a los 100 kDa (107, 220 y 139 kDa) (Sanchez-
Rodriguez, Torrens y Segura-Puertas, 2007; Rottini, Gusmani, et al., 1995). Una de las
posibles razones por la cual no se hayan detectado sefiales de alto peso molecular es que este
tipo de toxinas tienden a aglomerarse formando agregados como resultado de interacciones
no covalentes durante diferentes pasos de purificacion o extraccion. Este efecto de agregacion
es el méas comdn en la purificacion de hemolisinas, las cuales tienden a agregarse al cambiar
el amortiguador de extraccion o concentrarse (Long y Burnett 1989). Las discrepancias en
la composicidn del veneno al comparar los mass fingerprints obtenidos de CmEt y CmEc se
deben fundamentalmente al tejido de origen, ya que se ha reportado que diferentes tipos de
nematocistos pueden poseer diferentes actividades o potenciales toxicos (Jouiaei, Casewell,
et al. 2015; MacClounan 2012; Winter, et al. 2010).

Las picaduras de las medusas, principalmente de la clase cubozoa, se han asociado a
diferentes actividades biolégicas como: dolor, inflamacion, cardiotoxicidad, miotoxicidad,
asi como efectos hemodindmicos y hemoliticos, sin embargo también se ha relacionado a la
picadura de organismos del género Carybdeidae con un conjunto de sintomas sistémicos
denominado Sindrome de Irukandji (I1S). A pesar gque la etiologia de IS permanece sin ser
elucidada, algunas evidencias experimentales y datos obtenidos de reportes clinicos sugieren
que los signos sintomas de IS se relacionan con el aumento exacerbado y desregulado de
catecolaminas (Noradrenalina y adrenalina). Actualmente, solo se han publicado dos
trabajos que relacionan el veneno de las cubomedusas y el IS, en los cuales se ha reportado
efectos cardiovasculares en seres humanos, ratas y cobayos in vitro utilizando extractos de
veneno completo de C. barnesi ( Winkel, et al. 2005) y el aumento de la concentracion de

catecolaminas en el torrente sanguineo de victimas de IS (Ramasamya S 2005 b).

Por otro lado, mucho se ha debatido acerca de la capacidad de Carybdea marsupialis para
generar sintomas similares a IS, ya que muy pocas toxinas han sido aisladas de su veneno y

su picadura ha sido asociada usualmente con dolor severo, sensacion de quemazon,
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erupciones eritematosas y edema (Sanchez-Rodriguez, Torrens and Segura-Puertas, 2007,
Milla, et al. 2000), sin embargo, algunos otros reportes relacionan a la picadura de C.
marsupialis, con manifestaciones clinicas sistémicas similares a IS (Bordehore, et al. 2015;
Giampero, et al. 1997).

A partir del conocimiento de la composicion general del veneno de los Cnidarios y de C.
marsupialis, asi como de las actividades bioldgicas reportadas en otras especies de cubo
medusas como: neurotoxicidad y citotoxicidad, se ha propuesto que algun o algunos
componentes del veneno de las cubomedusas son capaces de intervenir en el proceso de
liberacion de catecolaminas por parte de las células cromafines (Rathbone, et al. 2016), por
lo cual se decidié probar la actividad excitotoxica de CmEty CmEc en un modelo de células
cerebelares granulares (CGC) ya que desde hace algunos afios se sabe que cierto tipo de
neuronas como las CGC sobreviven o mueren in vitro bajo condiciones que promueven el
incremento del flujo de Ca?* en funcién de su estado de madurez (Garthwaite y Garthwaite
1991). Estas condiciones incluyen la despolarizacion de las células influenciada por
concentraciones “elevadas” de K* extracelular ([K*]e) en cultivos primarios de CGC (Resink,
et al. 1994), asi como la estimulacion excitatoria mediada por receptores de aminoacidos
excitatorios (EAARr) (Gallo, et al. 1987), por lo cual, este modelo permite determinar los

efectos indirectos de CmEc y CmEt en el flujo de Ca?* (Fig. 10y 17).

En este ensayo se probaron dos concentraciones de CmEt (A3:3 y A4:0.3pg/mL) y CmEc
(B1:16 y B2:32pug/mL). Se obtuvieron diferentes resultados entre ambos extractos. En el caso
de CmeEt, parece que este extracto en ambas concentraciones mimetiza los efectos tréficos
excitatorios de manera similar a NMDA, Glu y altas concentraciones de [K*] e aunque con
menor intensidad. Asimismo es posible observar un efecto sinérgico al combinar Glu o
NMDA con B1y B2. Sin embargo al tratarse las CGC con el inhibidor Mk-801 en conjunto
con B1 y B2 produce cambios similares en la viabilidad celular respecto a K5 (control) y
moderadamente mayores a MK801. Particularmente si se comparan los efectos de B1 y B2,
tanto solos como en conjunto con EAA, parece que generan el mismo efecto en la viabilidad
celular de CGC, lo cual puede deberse a que existen diferentes toxinas contenidas en CmEt

que en conjunto generan este efecto.
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Por otro lado, CmEc parece generar a primera vista un efecto mixto ya que mimetiza los
efectos troficos excitatorios de NMDA en células jovenes pero no reduce la viabilidad
celular de CGC maduras. De igual modo al agregarse A3y A4 en conjunto con NMDA, los
efectos troficos en las CGC son diferentes, ya que al agregar NMDA en conjunto con A3, la
viabilidad celular de CGC jovenes disminuye, por lo que pareciese que A3 disminuye los
efectos troficos de NMDA. Sin embargo, CmEc con la concentracion A4 en conjunto con
MK801 parece no generar algun cambio en la viabilidad celular de CGC, pero si con A3 de

manera moderada en células maduras aunque no en células jovenes.

Finalmente, debido al efecto obtenido de la adicion de Mk801 en conjunto con CmEt y
CmEc en la Fig. 10 y 17 respectivamente, se puede inferir que los efectos en la viabilidad
celular de CGC deben ser producto de un proceso alterno a la apertura de canales inotropicos

de glutamato, pero que afectan los flujos de Ca* intracelular.

Dado que tanto CmEc como CmEt afectaron la viabilidad celular de CGC, se decidid
concentrar y fraccionar ambos extractos mediante el sistema de ultrafiltracion Amicon,
utilizando las membranas Millipore de 10 y 30 kDa. Se obtuvieron las fracciones FCmc<10,
FCmc10-30, FCmc > 30 y FCmt<10, FCmt10-30 y FCmt >30, las cuales fueron alicuotadas,
liofilizadas y guardadas en refrigeracion hasta ser utilizadas. Para determinar que fraccion
poseia actividad sobre células excitables, se determind el efecto de las fracciones obtenidas
en el curso temporal de la concentracion relativa de Ca?* ([Ca?*];) en células cromafines
bovinas in vitro (Fig.11). Se probaron las fracciones FCmc<10, FCmt<10 y FCmt>30, ya
que en general toxinas con actividad en células excitables poseen un peso entre los 3-10 kDa
(Zhang, et al. 2003). La fraccion FCmt>30 se probd ya que hay reportes de una toxina no
secuenciada pero aislada por medios cromatograficos de 120 KDa que tuvo efecto
neurotoxico en cangrejos kDa (Sanchez-Rodriguez, Torrens y Segura-Puertas, 2006). Todas
la fracciones aumentaron [Ca?*] | al ser agregadas al medio de registro. FCmt<10 tuvo un
efecto similar al producido por la induccion de la despolarizacion por K [10 mM], mientras
que FCmc<10 aumento [Ca?*] en menor medida que FCmt<10 y la que tuvo menor efecto
fue FCmt>30. Debido a que la ionomicina es un ionoforo divalente que facilita el transporte
de Ca?* a través de la membrana celular, se concluy6 que los efectos de las fracciones no son

producto de la disrupcién de la membrana celular de las células cromafines.
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Las fracciones FCmc<10 y FCmt<10 fueron las elegidas para ser procesadas mediante
cromatografia de fase reversa con una columna C18 en un sistema HPLC (High Performance
Liquid Chromatography). Las fracciones obtenidas fueron secuenciadas mediante un
espectrometro de masas Esquire con trampa de iones y analizadas con los programas
BLAST y ProtParam (Tabla 7 y 9). Al comprobar que no habia diferencia entre la masa
tedrica (PMy) y la masa experimental (PMg), se asumio que los péptidos secuenciados no
poseen modificaciones post traduccionales. Por otro lado no fue posible determinar proteinas
con dominios homologos a las secuencias obtenidas, por lo cual se utilizé la base de datos
Knottin database y el algoritmo iterativo PSI-BLAST (Tabla 8 y 10). Mediante esta
aproximacion los péptidos analizados mostraron similitud con neurotoxinas aisladas de
venenos de otros organismos. Cabe mencionar que hasta el momento no se ha reportado
alguna toxina aislada de cubo medusas que posea una secuencia de aminoacidos homdloga
con otras proteinas conocidas (Brinkman, Konstantakopulos, et al. 2014; Brinkman y Burnell
2009; Nagai. H 2002), por lo cual los valores de E-value (E) para las secuencias analizadas

son relativamente altos.

Ya que la base farmacologica de IS hasta ahora ha sido sujeto de especulacion y que las
caracteristicas del sindrome recuerdan a aquellos signos y sintomas causados por la
liberacion excesiva de catecolaminas provocada por diversos padecimientos que afectan
directamente las glandulas suprarrenales como los feocromacitomas (Winkel, et al. 2005;.
Beiley, et al. 2005; Tiong 2008). Se realizé un ensayo de microfluoroscopia sobre céelulas

cromafines, utilizando el fluoréforo Fluo-4 Am, para probar el efecto del péptido Cmtg1.1.

En la Fig. 14 se muestran micrografias que muestran que las células cromafines aumentan
[Ca?*]; al ser expuestos a K* y de igual modo en presencia de Cmtgr1.1, aunque no con la
misma intensidad. Aunque no se conoce aun el proceso fisioldgico secuencial completo de
la liberacion de catecolaminas por parte de la medula suprarrenal, se sabe que la liberacién
de estos neurotransmisores esta mediada por fibras pre-ganglionares que mediante
acetilcolina promueven la despolarizacion de la membrana celular de las células cromafines
a través de receptores nicotinicos que consecuentemente inducen el aumento de la

permeabilidad membranal a los iones Na* y Ca?* promoviendo finalmente la liberacion de
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catecolaminas por exocitosis (Brunton, Lazo y Parker, Goodman & Gilman: Bases
farmacoldgicas de la terapéutica 2006). Para generar un grafico que nos permitiera comparar
el efecto de Cmtr1.1 en las células cromafines, se trataron diferentes células y se pondero la
intensidad de fluorescencia del indicador Fluo-4-AM mediante el programa de analisis de
imagen ImageJ (Fig.15). En esta figura se observa que las células responden aumentando la
[Ca**]ia dos pulsos de 500 ms de K*, asi como a los pulsos de 500 ms de Cmtgr1.1, sin
embargo, la respuesta a la despolarizacion inducida por K*es considerablemente mayor que

la inducida por la exposicion Cmtg1.1.

Como se ha mencionado anteriormente, la liberacion de catecolaminas por parte de la
medula suprarrenal requiere del neurotransmisor acetilcolina (Ach) que promueve la
despolarizacion de la membrana de las células cromafines a través de receptores nicotinicos
de acetilcolina (AchNR). Los AchNR son una familia de receptores catidnicos de nueve
subunidades involucrados en la regulacion de la liberacion de diferentes neurotransmisores
(Wonnacott, Presynaptic nicotinic ACh receptors. 1997). Los neurotransmisores agonistas
como Ach promueven cambios conformacionales en AchNR incrementando su
permeabilidad a cationes como Na*y Ca?*. El flujo de cationes al interior de las células
cromafines causa la despolarizacion local de la célula promoviendo la activacion de canales
de calcio dependientes de voltaje (VGCC), lo cual desencadena la liberacion de vesiculas
con neurotransmisores mediante un proceso de liberacién mediado por Ca?* promovido por
el aumento de la permeabilidad a los iones Na* y Ca?* (Fig. 24 A). (Brunton, Lazo y Parker,
Goodman & Gilman: Bases farmacoldgicas de la terapéutica 2006) (Wonnacott, Kaiser, et
al. 2000).
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Fig. 24 Posibles dianas moleculares de la toxina Cmtr1.3. A. Esquema del proceso de
liberacion normal de catecolaminas. B. Receptor nicotinico de acetilcolina. C. Canales de
Calcio regulados por voltaje (VGCC). D. Canales de Sodio sensibles a tetradotoxina (Nay-
TTX).

Por lo cual, es posible reconocer tres posibles blancos moleculares con los cuales la toxina
Cmtr1.1 puede interaccionar para generar el efecto observado en Fig. 15 (Craviso, 2010). El
primero de los eventos necesarios para que ocurra la liberacion de catecolaminas es la
liberacion de Ach por parte de las inervaciones pre ganglionares de las células cromafines,
Ach se une a los AchNR, un receptor asociado a un canal iénico, el cual permite la entrada
local de Na* y Ca?* generando la despolarizacion local de las células cromafines (Fig. 24B).
Tras la despolarizacion, los VGCC son activados permitiendo la entrada de Ca?*y por ende
la liberacion de catecolaminas (Fig.24 C). A diferencia de los dos primeros eventos que
permiten la liberacion de catecolaminas, lo cuales ocurren a nivel local en zonas restringidas

de las células cromafines o en ciertas regiones de las glandulas suprarrenales, el tercer evento
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ha sido descrito en situaciones de estrés, donde la liberacion vigorosa de catecolaminas es
necesaria. En este proceso interviene la activacion de canales de Nay,-TTX posterior a la
despolarizacion generada por Ach (Fig. 24D). Estos canales permiten la entrada adicional
de Na*, acoplando el proceso de despolarizacion local de la célula con una mayor liberacion
de catecolaminas mediada por Ca?* a través de la activacion adicional de VGCC, ya que la
apertura de estos canales promueve la entrada masiva de Ca?* permitiendo la liberacion
exacerbada de catecolaminas (Cera, et al. 1983). Por lo tanto los AchNR, VGCC y Na,-TTX
constituyen posibles dianas moleculares de Cmtr1.1 debido a que la activacion independiente
de uno de estos canales conlleva a la liberacion de catecolaminas mediante la despolarizacion
de las células cromafines generando un potencial de accion (AP) que se sincroniza con la

activacion transitoria de la maquinaria de exocitosis (Lefkowitz, et al. 2014).

Como se ha mencionado anteriormente, la base farmacoldgica de IS ha estado sujeta a
especulacion y algunos datos clinicos han provisto la evidencia necesaria para que se asocien
los signos y sintomas de este sindrome con la hipercatecolanemia producida en casos de
Feocromocitoma pero también con algunos casos de envenenamiento producido por arafias
y escorpiones, por lo cual se ha propuesto la posibilidad de que algunos miembros de la clase
cubozoa como C. barnesi posean en su veneno toxinas que afecten canales de sodio
sensibles a tetradotoxina con base en estudios en el atrio derecho e izquierdo de ratas y
conejillos de indias. (K. Winkel, et al. 2005) (Freire-Maia y Campos 1987) (Nicholson y
Graudins 2002). Particularmente el péptido Cmtr1.1 tiene cierta similitud con toxinas
pertenecientes a la familia de toxinas 12 (Fig. 25) que se caracteriza por agrupar toxinas que
inhiben canales i6nicos de diferentes tipos entre ellos canales de sodio sensibles a
tetradotoxina (Marchler-Bauer, et al. 2017). En el alineamiento se observa que las toxinas de
esta familia tienen un dominio estructural con tres cisteinas mas que Cmtr1.1 y forman
puentes disulfuro. Esta diferencia podria explicar que las toxinas del veneno de C.
marsupialis sean labiles, sin embargo se requieren mas datos para entender la relacion
estructura funcion de las toxinas procedentes de organismos de la clase cubozoa y determinar
la historia molecular evolutiva de su diversificacion (Brinkman, Konstantakopulos, et al.
2014; Brinkman y Burnell 2009; Nagai y Takuwa, 2002)
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Fig.25 Alineamiento maltiple de Cmtr1.1 con toxinas pertenecientes a la Stper familia de
toxinas 12 aisladas del veneno de Selenocosmia hainana

Se ha propuesto que las toxinas que promueven la liberacion de catecolaminas utilizando
como diana molecular a los canales de sodio dependientes de voltaje (Nay-TTX) “modulan”
la entrada de Na* al interior de la célula, (Dary, et al. 2016). Lo cual resulta interesante, ya
que hasta hace algunos afios se habia establecido que la contribucion de Nay a la excitabilidad
de las células cromafines era parcial, sin embargo, recientemente se ha descrito la presencia
de flujos de Na* en células cromafines de gerbos y ratas que son criticos en la configuracion
de la forma de la onda AP y por tanto capaces de producir cambios drésticos en [Ca®*] |
(Vandael, et al. 2015). Por tanto, el posible bloqueo de Nay,-TTX, por parte de Cmtgr1.1,
puede generar la liberacion de catecolaminas como se ha descrito en ensayos en los que se
ha demostrado que la disminucion de la disponibilidad de Nay-TTX puede inducir el aumento
de la secrecién de catecolaminas debido a la generacion de rafagas triples o dobles de AP,
los cuales se han relacionado con el aumento [Ca?*] 1 y la liberacion de catecolaminas en
células cromafines de ratéon (Lingle 2015). Por tanto, a pesar de la especulacion que ha
rondado desde hace mucho tiempo el papel de las toxinas provenientes del veneno de las
cubomedusas Yy su capacidad de promover la liberacion de catecolaminas por parte de
las celulas cromafines, los Nay,-TTX pueden ser la posible diana molecular de Cmtr1.1y
su mecanismo de accion sea la reduccion de la disponibilidad de Na,-TTX generando la
despolarizacion de la membrana celular y la activacion persistente VGCC, lo cual eleva la
[Ca®*]i promoviendo la liberacion de catecolaminas de manera similar a los reportes del
aumento de liberacion de catecolaminas en células cromafines de raton tratadas con TTX
(Marder y Taylor 2011; Vandael, et al. 2015).



76

Por otro lado, las secuencias obtenidas de la fraccion FCmc<10 fueron analizadas de la
misma manera que las secuencias obtenidas de FCmt<10 y agrupadas segun su similitud con
otras toxinas (Fig. 26).

Bloqueadores canales

HCN Bloqueadores de

, canales de Na*
Cmcr 141

Cmcr14.2 10%

Inhibidor tripsina tipo
Kunitz
Cmcr 101
5%
Otras
Cmcris.2
Cmcr17.3 10%

Bloqueadores de
Cmecgio, Canales de caZ+
Cmcr10.3

Cmcr131

5%

15%

Bloqueadores de
canalesde Kt  Cmeriia

Cmcri2:2
15% Cmcr171

Cmcri1
R Cmcriz. 9
Péptido Cmcr 102 Cmc:;ll": 35%
antimicrobiano 59 Cmcris1
0 Cmer172

Fig. 26 Graéfico circular de las secuencias obtenidas de FCmc<10 y analizadas mediante el
servidor de reconocimiento de plegamiento de proteinas (Phyre 2) y el programa de
alineamiento local multiple de secuencias (Psi-BLAST) utilizando la base de datos Knottins
de Uniprot (Kelly 2015).

La presencia de neurotoxinas en nematocistos ubicados en las campanas parece relacionarse
con la necesidad de las cubomedusas de incapacitar rapidamente a su presa, permitiendo su
digestion (Brinkman y Durnell, 2007). Asi mismo se ha propuesto adicionalmente que las
cubomedusas con picaduras menos potentes (Carybdea spp.) son capaces de cazar presas
mas grandes debido a la presencia de nematocistos en su sistema gastrico que pueden secretar
proteinas y péptidos bioactivos (Camillo, et al. 2006; Larson 1976). Lo cual es bastante
interesante ya que a pesar de que la produccion del veneno de las cubomedusas proviene de
los nematocistos (Gershwin, et al. 2010), estudios de transcriptomica de tejidos especificos

realizados recientemente han revelado que muchos de los genes relacionados con la
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produccion de veneno de las cubomedusa son expresados en altas concentraciones en los
canales gastricos localizados en las campanas de estas (Avila-Soria, 2009). En la Fig. 26 se
puede observar que el 35 % de las secuencias analizadas tiene similitud con toxinas
bloqueadoras de canales de Ca?*, 15 % con toxinas bloqueadoras de canales de K*, 10 %
toxinas bloqueadoras de Na*y 5 % de toxinas bloqueadoras de HCN (canales marcapasos),
que representan el 65 % de las toxinas analizadas.

Debido a que algunas toxinas de Fcmc<10 mostraron similitud con toxinas bloqueadoras de
K*y efecto mixto sobre células CGC, se determind el efecto de esta fraccion FCmc<10 sobre
[K*]1através del canal Kv 10. 1 en células HEK (Fig.18). En este ensayo es posible observar
que [K*] 1 disminuye de manera dosis dependiente con respecto a la concentracion de
FCmc<10. Los resultados obtenidos en este ensayo son de gran relevancia ya que se ha
relacionado el aumento de los niveles de expresion de Kv10.1 en un gran nimero de
tumores solidos (Borowiec, et al. 2011), asi mismo, se han reportado que el Kv10.1 se
relaciona con el flujo intracelular de Ca?*, ya que [Ca?*]i es la sefial responsable de regular
procesos celulares como la supervivencia celular e incluso de la inhibicion del canal Kv10.1
(Chantome, et al. 2013). Asimismo, se determind el efecto de las fracciones obtenidas de
FCmc<10 (FCmc10.10-10.16) en la [Ca®*] 1en células cromafines (Fig. 20). En esta figura
se puede observar que el efecto de las sub-fracciones FCmc10.10-10.16 sobre [Ca?*] | en
células cromafines ocurre solamente después de la induccion de la despolarizacion de la
membrana celular de estas células mediada por la adicion K* [10 mM] al medio y que el
efecto en [Ca?*] 1de FCmc10.10-10.16 en células cromafines es diferente, lo cual se relaciona
con los resultados obtenidos en laFig. 17 enla que se determind que el efecto excitotoxico
de FCmc<10 sobre CGC es de tipo mixto. Asi mismo si se observa el intervalo comprendido
entre los 315s 'y 430 s es posible observar que [Ca?*] s tiende a restablecerse y a los a los 430
s cuando se agrega el iondéforo ionomicina al medio la [Ca?*] | aumenta, lo cual es una
evidencia de que el efecto observado en las células cromafines es producto de la interaccién
de las toxinas de las sub-fracciones obtenidas con alguno de los canales ionicos presentes en

la membrana celular.
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Retomando el proceso de liberacion de catecolaminas por las células cromafines, existen al
menos tres dianas de las toxinas de FCmc<10 (AchNR, VGCC y Na,-TTX), ya que la
activacion independiente de uno de estos canales conlleva a la liberacion de catecolaminas
(Garcia, Garcia-De-Diego, et al., 2006). En las Fig. 20 y 21, se muestra que las subfracciones
de FCmc<10 tienen diferentes efectos en [Ca®*]: en el modelo de células cromafines, por lo
cual al clasificarlas en funcién de su efecto se correlacionan con su similitud con otras
neurotoxinas (Fig.25). Las subfracciones FCmc 10.10-16 pueden ser clasificadas en dos
grupos; aquellas que disminuyen [Ca?*] mediada por la adicién K* [10 mM] y las aumentan
[Ca®*]1 mediada por la adicién K* [10 mM]. Para clasificar a las fracciones FCmc 10.10,
10.11, 10.12, 10.15 y 10.16 se tomaron en cuenta los resultados de la Fig.21, ya que estas
fracciones disminuyeron [Ca?*] después de la induccién de la despolarizacion de las células
cromafines. Asi mismo, las secuencias obtenidas de estas fracciones tienen similitud con
toxinas bloqueadoras de los VGCC detipo Ly N. Las células cromafines contienen un gran
numero de VGCC (L, N, P/Q y T) que permiten la liberacion de catecolaminas dependiente
de Ca?*a la circulacién sanguinea en condiciones de estrés (Fernandez-Morales 2014). Los
canales de calcio mas estudiados en las Ultimas décadas son los VGCC de tipo L y T, los
cuales se ha demostrado juegan un papel central en el control de la excitabilidad y procesos
de exocitosis en las células cromafines (Malmberg y Yaksh 1994; Mahapatra, et al. 2012).
Asi mismo, la similitud de las secuencias de las subfracciones FCmc 10.10, 10.11, 10.14 y
10.16 capaces de bloquear VGCC de tipo L sugiere que la [Ca®*]s inducido por la
despolarizacion de la célula, solamente se reduce y no desaparece debido a que los VGCC de
tipo L son responsables del 40-50 % del total de la corriente de Ca?* (Garcia, Garcia-De-
Diego, et al., 2006) ademas que se ha descrito que las células cromafines presentan una gran
diversidad y densidad de canales de Ca* en su membrana (Lingle 2015), por lo cual la
concentracion utilizada en el ensayo no sea suficiente para bloquear la totalidad de los VGCC
en las células cromafines, sin embargo, se requieren ensayos posteriores para constatar la
diana molecular y mecanismo de accion de las toxinas aisladas. En cuanto a las secuencias
analizadas de las subfracciones FCmc 10.11, 10. 12 y 10.16, muestran similitud con toxinas
blogueadoras de canales de K*, lo cual evita que la induccion de la despolarizacion mediada

por K*[10 mM] sea lo suficientemente intensa para abrir los completamente los “clusteres”
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de VGCC ubicados en la membrana plasmatica y por tanto disminuyendo la entrada [Ca?*],

en la célula.

En cuanto a las secuencias obtenidas de las fracciones FCmc 10.13 y FCmc 10.14
mostraron similitud con toxinas capaces de bloquear canales de sodio y HCN (marcapasos).
Asi mismo, estas fracciones mostraron la capacidad de aumentar la [Ca?*] | en el modelo de
células cromafines posterior a la induccion de la despolarizacion de la membrana mediada
por K*[10 mM] (Fig. 21). Es muy probable que la subfraccion (Cmcr14.1y 14.2) posean un
mecanismo similar al propuesto para la toxina Cmtr1.1, ya que como se ha descrito
anteriormente el bloqueo de Nay-TTX puede generar la liberacién de catecolaminas a través
de la generacion de rafagas triples o dobles de AP (Lingle 2015). Por otro lado, la secuencia
analizada de la fraccion FCmc 10.13, muestra similitud con toxinas bloqueadoras de HCN.
Los canales HCN se encargan de regular los ritmos de secrecion de neurotransmisores en
neuronas y celulas cromafines (Yu, et al. 2004), por lo que la disminucion de la
disponibilidad de los canales HCN disminuye el potencial de membrana permitiendo la

generaciéon AP prolongado que promueve la liberacion de catecolaminas.

Uno de los componentes mas importantes del veneno de animales marinos y terrestres, son
las proteasas: serin-proteasas (SP) y especialmente las metaloproteasas (MMP), ya que las
primeras se han vinculado con procesos de evasion inmunoldgica, mientras que las segundas
se asocian con la degradacion de la matriz extracelular y necrosis. Estudios de
transcriptomica llevados a cabo en cnidarios han demostrado la presencia de este tipo de
enzimas en anemonas y medusas como: Nematostella vectensis, Chironex fleckeri,
Stomolophus meleagris entre otros (Li, et al. 2014; Jouiaei, Casewell, et al. 2015; Moran,
Prahaer, et al. 2013). Por tanto se determind la actividad proteolitica FCmc 10-30 y FCmc
>30 mediante el método de Kunitz. En la Fig. 22 se observa que ambas fracciones
presentaron actividad proteolitica, sin embargo FCmc 10-30 mostré mayor actividad que
FCmc>30, mientras que al agregar EDTA la actividad proteolitica de FCmc>30 disminuyo
en relacion a la actividad que mostrd sin EDTA y FCmc10-30 no mostré cambios. Por lo
tanto, MPP se encuentran en FCmc>30 mientras que SP se encuentran en FCmc10-30. Estos

resultados se correlacionan con estudios realizados en el sistema gastrico de C. xaymacana



80

(filogenéticamente relacionado con C. marsupialis), en los cuales se ha demostrado que la
actividad de serin-proteasa se eleva cuando una presa es capturada y se coloca cerca del
manubrio o canales gastricos. Actualmente se ha propuesto que la actividad de serin-
proteasa detectada es secretada por nematocistos o células glandulares de los canales
gastricos o la phacela géstrica. Asi mismo, se piensa que las proteasas son secretadas con el
fin de facilitar la digestion extracelular de las presas. Por otro lado, estudios de
transcriptomica han demostrado la expresion de altos niveles de metaloproteasas y serin
proteasas, las cuales se relacionan con las toxinas expresadas en los tentaculos (Lewis, et al.
2016). Se sabe que en el veneno de los cnidarios, usualmente se expresan SP similares a
quimotripsina asi como MMP del tipo BMP (Bone morphogenic Protein 1). (Li, et al. 2014)
(Jouiaei, Casewell, et al. 2015) (Moran, Prahaer, et al. 2013). Cabe resaltar que en los
cnidarios las metaloproteasas normalmente utilizan Zn?*y son el componente mayoritario
de muchos venenos de diferentes linajes. Asi mismo sea propuesto que las MP cumplen un
rol dual inmovilizando a las presas y digiriendolas (Calvete, et al. 2009). En el caso de los
cnidarios se ha determinado mediante estudios de transcriptomica, que la expresion de las
Zinc-metaloproteasas es mayor en las campanas que en los tentaculos de la cubo medusa
modelo C. Alata (Bottrall, Madaras, et al.,2010). La determinacion de la actividad de
proteasas de las fracciones FCmc>30 y FCmc10-30 obtenidas de las campanas de C.
marsupialis es indicativa de que los nematocistos ubicados en los canales gastricos generan
toxinas y enzimas relacionadas, que permiten la incapacitacion y estabilizacion de las presas
(Larson 1976).

Finalmente se determind la actividad citolitica del veneno de C. marsupialis proveniente de
las campanas en células cancerosas humanas, ya que se han reportado que compuestos
aislados de algunos cnidarios han presentado actividad anti-cancerigena como las
pseudopterosinas (G, P, Q, S, T, U) aisladas del coral Pseudopterogorgia acerosa capaces
de inducir la muerte celular de CCH como Hela, PC-3, HCT, MCF7 y FGH (Fenical 1987)
0 mas recientemente a los reportes que indican que el veneno de la anemona Heteractis
magnifica posee la capacidad de inducir la muerte celular de células cancerosas de pulmon

y mama de manera dosis dependiente mediante la modulacion de la progresion del ciclo
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celular (Sanderson, Da Silva y Ramezanpour 2016). Asi mismo las toxinas aisladas y
estudiadas debido a su potencial uso como agentes anti-cancerigenos provienen de un gran
nimero de organismos  pertenecientes a diversos phyla y pueden ejercer su actividad
antineoplasica mediante diferentes mecanismos en diferentes procesos celulares como:
proliferacion celular, migracion, invasion, apoptosis y angiogénesis (Gomez-Lagunas, et al.
2016). En el caso de los cnidarios, la molécula ShK, es el principal referente en este tipo de
actividad (Kuyucak, et al. 2012). Para determinar si algunas de las fracciones obtenidas del
CmEc (FCmc>30, FCmc 10-30 y FCmc<10), poseen actividad citotoxica sobre células
cancerosas humanas, se realizé un el escrutinio primario sobre diferentes lineas celulares in
vitro y se compararon con la Mitoxantrona (agente intercalante irreversible del DNA). Cabe
destacar que la Unica fraccidn que obtuvo un efecto sobre las células cancerigenas MCF-7 y
HCT-15 fue FCmc<10, mientras que, tanto las fracciones FCmc 10-30 y FCmc<10 tuvieron
efecto en las células control FGH. La fraccion FCmc >30 no present6 actividad citotoxica

en ninguna de las pruebas (Datos no mostrados).

En el caso de FCmc10-30, la actividad citotoxica se asocia con la actividad de PLA?, ya
que se ha reportado que este tipo de toxinas son capaces de generar citotoxicidad a través de
metabolitos secundarios generados por el metabolismo de &cidos grasos como el acido
araquiddnico (leucotrienos, tromboxanos o prostaglandinas (Tonello y Rigoni 2015). La
citotoxicidad mediada por PLA:, se ha relacionado con la expresion de CYP2E1 (enzima
relacionada con la activacion y destoxificacion de xenobidticos), que es capaz de regular la
proliferacion y supervivencia de FGH y cuya expresion se encuentra alterada en las células

cancerosas (Halownia, et al. 2014; Sanchez y Moreno 2006).

Por otro lado FCmc>30, no presentd actividad citotoxica en ninguno de los casos. Es
probable que una de las principales razones por la cual no fue posible observar el efecto
citotoxico sea que las hemolisinas de C. marsupialis reportadas en ejemplares del
mediterraneo mostraron ser susceptibles a la concentracion de Ca?*, por tanto la actividad

citotoxica de esta fraccion pudo verse enmascarada (Rottini, Gusmani, et al., 1995).

En cuanto a FCmc<10, esta fraccién mostr6 actividad sobre HCT-15, MCF-7 y FGH, asi

mismo es necesario destacar que FCmc<10, es la fraccion que contiene neurotoxinas, cuya
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funcion principal es la de inmovilizar a la presa (Smith y Blumenthal 2007). Normalmente
las neurotoxinas de los Cnidarios actian modificando la abertura de los canales de sodio o
bloqueando los canales de potasio durante el estadio de repolarizacion (Jouiaei, Casewell, et
al. 2015), provocando que las células se hiperactiven, liberando grandes cantidades de
neurotransmisores en las sinapsis y en las placas neuromusculares generando parlisis
(Urrego, et al. 2014), por lo que podria parecer curioso que FCmc<10 presente actividad
citotoxica en células cancerosas, ya que usualmente se ha relacionado a los canales i6nicos
y las bombas con la regulacion del potencial de membrana, la homeostasis de iones y la
sefializacion eléctrica de células excitables. Sin embargo, los canales i6nicos también se
encuentran relacionados con procesos celulares diversos como: la proliferacion celular,
migracion, apoptosis, diferenciacion celular, etc. (Zhang, et al. 2003; Pastor-Anglada, Felipe
y Casado 1969). Por lo cual se ha sugerido que los canales ionicos estan implicados en
diversos procesos fisiopatoldgicos que contribuyen al desarrollo tumoral (Sintheimer 2008).
Asi mismo, el Instituto Nacional del Cancer de EE. UU. A (NCI) ha demostrado que diversos
extractos obtenidos del veneno de diferentes cnidarios poseen actividad anti cancerigena,
por lo que los venenos de organismos marinos en general y el veneno de los cnidarios en
particular, representan una fuente de posibles agentes terapéuticos (Hill y Fenical 2010; Jain,

Sonawane y Mandrekar 2008).

Asi mismo, se han reportado evidencias experimentales que asocian la expresion y funcion
aberrante de canales i6nicos con los procesos oncoldgicos, por lo cual se ha propuesto que
moléculas capaces de alterar el funcionamiento de estos como las neurotoxinas presentes en
diferentes venenos pueden inhibir la proliferacion celular, metéastasis o supervivencia de
células cancerosas (Fraser 2003). Por tanto el efecto citotoxico de FCmc<10 posiblemente se
deba a la presencia de toxinas bloqueadoras de canales de potasio, ya que se ha relacionado
el aumento de los niveles de expresion de Kv10.1 en un gran nimero de tumores solidos
(Borowiec, et al. 2011) y se ha relacionado a Kv10.1 con el flujo intracelular de Ca?*, siendo
la [Ca?*]; la sefial responsable de regular procesos celulares como la supervivencia celular
(Chantome, et al. 2013). Asi mismo, se ha reportado que el uso de inhibidores de estos canales
como: imipramina, astemizol o quinidina, reduce la proliferacion y supervivencia de CCH

(Garcia-Quiroz, et al. 2014; Gavrilova-Ruch, et al. 2002), mientras que el uso de anticuerpos
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monoclonales especificos a Kv10.1 reducen el crecimiento tumoral en ensayos in vivo
(Urrego, et al. 2014).
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5.1.-Conclusiones

Se determind que la toxina Cmtr1.1 procedente del veneno de los tentaculos de C.
marsupialis modula la [Ca?*] | en células cromafines, lo cual se ha asociado con la
liberacion de catecolaminas y se relaciona con algunos de los signos y sintomas
reportados en victimas que desarrollan el Sindrome de Irukandji debido a la picadura
de este organismo.

El veneno procedente de los nematocistos de las campanas de C. marsupialis posee
actividad citotoxica y proteolitica. Lo cual es un indicativo de que los nematocistos
presentes en las campanas juegan un papel importante en la digestion e
inmovilizacion de la presa.

La FCmc<10 posee actividad citotoxica sobre CCH y la capacidad de inhibir la
[K*]1 mediada por el canal Kv 10.1, por lo que las toxinas contenidas en esta fraccion
e identificadas como bloqueadores de potasio son posibles candidatos para desarrollar
antineoplasicos.

Las sub-fracciones obtenidas de FCmc<10 son capaces de modular [Ca?*] | en
células cromafines y por tanto la liberacién de catecolaminas. Este efecto podria
relacionarse con signos y sintomas reportados en victimas de envenenamiento debido
a la picadura de este organismo y el desarrollo del Sindrome de Irukandiji.

5.2.-Perspectivas

Expresion heteréloga de las toxinas secuenciadas e identificadas como neurotoxinas

Realizar ensayos electrofisioldgicos sobre canales especificos (Pacth-clamp), con el
fin de determinar la afinidad de las toxinas a diferentes canales, asi como la obtencion
de curvas dosis-respuesta (Cmtr1.1 y Cmcr 14.1 en canales Na-TTx; Cmcr 11.2,
Cmcr 12.2, Cmcr 17.1 en canales K"y Cmcr 10.1, Cmcr 11.1y Cmcr 12.1 en
canales VGCC)

Obtener el trasncriptoma de los cnidocistos presentes en los tentaculos y campanas.

Realizar estudios de venémica para comparar la expresion diferencial de toxinas entre
ambos tejidos.

Aislar y caracterizar las toxinas con actividad enzimatica presentes en el veneno de
las campanas (Proteasas y Fosfolipasas Ay).

Realizar estudios bioinforméaticos de acoplamiento molecular para predecir el
mecanismo de accion de las toxinas aisladas y corroborar de ser posible con datos
cristalogréficos.



86

%(% lo fhards: las medusas
no son de nadie eclestial o lerrestre.

%/ﬂ/ de la mar que ne o ni my&% i?l/"/ﬁ/—’g/,'(f?}’lﬁ/

VI.-Corolario




87

Como se ha mencionado a lo largo del texto, el Sindrome de lrukandji es un sindrome
potencialmente letal que se ha atribuido a la picadura de diversas cubo medusas (K. Winkel,
et al. 2005). El cual se compone de tres signos consistentes: (i) dolor agudo; (ii) efectos
similares a la hiper-catecolanemia; (iii) complicaciones tardias relacionadas con la
descompensacion cardio-muscular (Fenner y Lippmann 2009)). Cabe destacar que de las
manifestaciones clinicas recabadas, los efectos simpaticos dominan los sintomas causados
por el envenenamiento por picaduras de cubomedusas y son consistentes con los efectos
generados por la liberacion de noradrenalina debidos a afecciones que afectan las glandulas
suprarrenales como los Feocromocitomas (Nicholson y Graudins 2002; Brunnet, et al. 1998)

En el presente trabajo se determind que el veneno procedente de los nematocistos de los
tentaculos de C. marsupialis posee actividad neurotdxica y que la toxina Cmtr1.1lestimula
la liberacion de catecolaminas en células cromafines. Asi mismo se identificaron a las
toxinas Cmcr 13.1 y Cmcr 14.1 provenientes del veneno de los nematocistos de las campanas
de C. marsupialis, como toxinas capaces de generar el mismo efecto que Cmtgr1.1, lo cual
podria explicar los signos y sintomas reportados en victimas de envenenamiento debido a la

picadura de este organismo.

Por otro lado, los resultados obtenidos sugieren que la liberacion de noradrenalina inducida
por las toxinas identificadas se debe a la interaccion de estas con los canales de Sodio
dependientes de voltaje sensibles a tetradotoxina, ya que se ha relacionado el bloqueo de
estos canales con la liberacion exacerbada de catecolaminas por parte de las células
cromafines en modelo murino (Craviso, et al. 2010)

Un hecho remarcable, es que lo signos y sintomas de Sindrome de Irukandji presentan cierta
similitud con los efectos clinicos del envenenamiento producido por toxinas de escorpiones
y arafias, lo cual sugiere la existencia de sitios comunes de interaccion entre las toxinas
identificadas y las toxinas aisladas de otros organismos con los canales de sodio dependientes
de voltaje. Por lo cual el mapeo comparativo entre la estructuta de las toxinas aisladas y otras
con acciones similares resultarian invaluables para el enetendimiento del mecanismo de

accion de las toxinas identificadas en los tentaculos y campana de Carybdea marsupialis.
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Bajo este argumento, se esperaria que existiera cierta similitud en la secuencia de las toxinas
identificadas respecto a toxinas bloqueadoras de canales de sodio como la Hexatoxia, la
Hainantoxina o la Theraphotoxina, sin embargo la estructura primaria de las toxinas
identificadas no muestran similitud con las toxinas antes mencionadas, lo cual pareciese
sorprendente, sin embargo si se toma en cuenta el patrén de las cisteinas presentes en las
toxinas identificadas mediate el analsis Psi-BLAST se puede encontrar cierta similitud. Este
hecho se ha reportado en gran medida en las toxinas de diversos organismos en diferentes
nivels taxondmicos y ha representado un desafio para su identificacion, ya que de manera
general, las toxinas peptidicas por definicion tienen muy pocos aminoacidos para poder
inferir un ancestro comun y a diferencia de las proteinas globulares que dependen de su
nacleo hidrofébico para mantener su integridad estructural y funcional, las toxinas peptidicas
presentan un numero variable de mutaciones que debido a su tamafio y solubilidad no
interfieren con su estructra y funcion (Li, et al. 2013). Por tanto a pesar de la acumulacion
de mutaciones durante la evolucién de las toxinas peptidicas, aminoacidos especialmente
importantes como las cisteinas tienen a ser altamente conservados y su delecion o insercion
representa un patron estructural nuevo, que dificulta la identificacion de estas toxinas ya que
el alineamiento equivoco de las cisteinas en un analisis de alineamiento de secuencias

produce resultados erroneos.

Las toxinas identificadas (Cmtr1.1, y Cmcr 14.1), presentan un patron de cisteinas similar
a las toxinas Hexatonia, la Hainantoxina o la Theraphotoxina, sin embargo la similitud del
patrén no es total, lo cual se ha visto en otro tipo de toxinas (Holm y Rosentrom 2010), ya
que incluso este tipo de aminoacidos pueden encontrarse mutados en una secuencia, por lo
cual la determinacion de la estructura terciaria de las toxinas identificadas es indispensable,
ya que a pesar de la hipermutabilidad de los residuos de las toxinas peptidicas, la estructura
terciaria de estas parece mantenerse intacta, de tal manera que la comparacion de estructuras
tridimencionales entre las toxinas identificadas y toxinas similares tanto estructuralmente o
funcionalmente permitiria reconocer casos de evolucidn convergente entre toxinas y sus

posibles sitios comunes de interaccion con sus blancos moleculares respectivos.
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Concentracion de proteinas y rendimiento

Peso
Humedo
Liofilizado

Fracciones
total*

Fraccion
>30 kDa
10-30 kDa
<10 kDa

Peso (g)

2.612

0.110
0.034

Liofilizado (mg)

15.90
131
16.49

Tentaculos
Rendimiento [mg/mL]* Peso (g)
100,00 8.942
3,88 0,15 0.114
1,29 0.093
Rendimiento [mg/mL]* Liofilizado (mg)
46,76 2,94 37.80
4.74 0.24 2,94
48,50 3.05 51.02

Campanas
Rendimiento [mg/mL]*
100,00
1,27 0,18
1,04
Rendimiento [mg/mL]*
40.64 7,48
3.16 0,10
54.86 10,08

Anexo 1 Concentracion y rendimiento de las fracciones obtenidas mediante el sistema
Amicon para el veneno obtenido de los tentaculos y las campanas. (*) Concentracién de

proteina obtenida antes y después del proceso de pre-purificacion.
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Anexo 2 Comparacion de los “Mass fingerprint” del extracto crudo obtenido del veneno proveniente de los
tentaculos (CmEt: azul) y de las campanas (CmEc: rojo) de la cubomedusa Carybdea marsupialis. (r.int.:
intensidad relativa; %: normalizada). Se muestra el peso molecular de los péptidos y proteinas cargados [M+H]*

con una relacion sefial/ruido >2.
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Anexo 3.1 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion Cmtg1.1 (r.int.: intensidad relativa). Se muestra
el peso molecular de Cmtgl.1 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmtgr1.1 PMg: 5741.4953 Da
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Anexo 3.2 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion Cmtg1.2 (r.int.: intensidad relativa). Se muestra
el peso molecular de Cmtgrl.2 [M+H]* con una relacidn sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmtgr1.2 PMg: 4546.1744 Da.
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1 2 1037 1 (RISTCVERMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGRID)
1 5 29194024 20midation 1137 1 (RISTCVERMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGRD)
1000 4
500 ﬁ
adhshgratuishhl MMAJW \‘L-J \ MJ WM
n-
1000 1500 2000 2500 JGOU 3500 #UGD 4500 5000 5500 GUUO

Anexo 3.3 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion Cmtg1.3 (r.int.: intensidad relativa). Se muestra
el peso molecular de Cmtg1l.3 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmtg1.3 PMg: 4199.8927 Da

® +1
" 5000 4 C 1.4 MH™" 4064.7056
mir1.
5500 4
. MLQSRASCNE RSLCVAQENC GHCERAVESC TVAFQIA
000 - - . -
4500 )
Number &"'I:’I‘i E';’:_; Modifications Start End CIT-;::;:J(G Sequence
I 1 1163.5566 1164.2930 1Met-loss 11 1 (= MLOSRASCNER(S)
4000 4 1Met-
. 1 1205.5651 1206.3306 it 1111 ()MLOSRASCNER(S)
\ 1 12386086 1239.4416 % 3 L]
3500 4 1 1204.5901 1205.4908 11 1 4
| 1 1310,5940 13114902 1Cxidation 1 u 1 [ MLGSRASCNER(S)
1 1336.6096 1337.5284 1A (?lr 11 1 (- MILOSRASCNER(S)
3000 4 1 13526045 1351.52 ”10 Im”,m 1 1
1 1566.6610 15678186 12 2% 0
1 22269260 2228.5296 6 25 1
25007 1 2786.2517 2788.2375 12 7 1 1AL-)
2000 4
1500
1000 4
5004 “ I "h JI
ol L Ml L: o M;ﬁ\u i b P R b, st A B i
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000
miz

Anexo 3.4 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion Cmtg1.3 (r.int.: intensidad relativa). Se muestra
el peso molecular de Cmtg1l.3 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmtg1.3 PM: 4063.7056 Da.
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9381

A
|

Cmcr 10.1
1500 VAFRNVCTPQ GCILPHGARN VTSFIGRMCF WQELEM
- : - e o *14084
Number 7 ™2 lodifications Start End ‘.\lmed Sequence MH 08 >
(mi) (av) Cleavages
1 8654778 866.0108 20 27 0 (RINVTSFIGK(M)
12004 ! 1084.4954 1085.3402 28 35 0 (K)MCFWQELKM)
1 1100.4903 1101.3396 10xidation 28 35 0 (K)MCFWQELK(M)
1 1215.5359 1216.5380 28 36 1 (K)MCFWQELKM(-)
1 1231.5308 12325374 10xidation 28 36 1 (K)MCFWQELKM(-)
00 1 12475257 1248.5368 20xidation 28 36 1 (K)MCFWQELKM(-)
1 1565.7675 1566.8556 5 19 0 (RINVCTPOGCILPHGAR(N)
1 1930.9554 1932.3283 20 35 1 (R)NVTSFIGKMCFWQELK(M)
1 1946.9503 1948.3276 10xidation 20 35 1 (RINVTSFIGKMCFWQELK(M)
1 2039.0426 2040.4348 1 19 1  ()VAFRNVCTPQGCILPHGAR(N)
600 4
1 2081.0531 20824723 1Acetyl 1 19 1  ()VAFRNVCTPQGCILPHGAR(N) |
1 24122275 24138436 5 27 1 (R)NVCTPQGCILPHGARNVTSFIGK(M)
300 [
A
MMMMMMM W/ )

\W»,ﬂw/\/ \J

0
2000 2500 3000 3500 4000

4500 5000
mz

Anexo 4.1 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.10 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg10.1 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos

secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg10.1 PM: 4083.9381 Da.

Cmcr 10.2 e e
MLRDACVQIC STAVEFQRCG ADCVEERDFAT VQ3GVYIVSG
1500 mfz mfz e Missed
Number (mi) (av) Madifications  Start End Cleavages Sequence
1 824,3277 824.9556 19 26 0 (RICGADCVEK(D)
1 1329.6321 1330.4456 27 39 0 (K)DFATVQSGVYVSG(-)
1 1669,7673 1670,9153 4 18 0 (RIDACVOICSTAVEFQR(C)
12004 1 1938.9524 1940.2644 1Met-loss 118 1 {~JMLRDACYQICSTAVEFQR(C)
1 1980,9630 1982.3020 1Met-loss+Acetyl 118 1 (-JMLRDACVQICSTAVEFQR(C)
1 2069.9929 2071.4622 118 1 (-JMLRDACYQICSTAVEFQR(C)
1 20859878 2087.4616 10widation 118 1 (-JMLRDACVQICSTAVEFQR(C)
1 21120035 2113.4998 1Acetyl 118 1 (-JMLRDACVQICSTAVEFQR(C) +1
s004 1 2127.9984 2129.4991 1Acetyl 10xidation 118 1 (-JMLRDACVQICSTAVEFQR(C) MH 4188.8179
1 2134.9420 2136.3784 19 39 1 (RICGADCVEKDFATVOSGVYVSG(-)
1 2475.0771 2476.8482 4 26 1 (R)DACVOICSTAVEFORCGADCVEK(D)
600
300 .$
h f\ w
. aMNn A W/
2000 2500 3EIIOEI 35‘00 dUIOU dSIOU 5000
mz

Anexo 4.2 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.10 (r.int.; intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg10.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos

secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg10.2 PM: 4188.8179 Da.
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1500 -

1200

800 4

GO0

300

2000

Cmcr 10.3

MELYPFMFAC RDAVCEANSL IHCSTVHICF NRASV

m'z
imi}

2T 4645
145
9694750
9834699
1058 5049 10593427

10744559 1075 3421 1Oxidation
10904948 1091 3415 J0midation

m'z
()
9281449
#1443
90,1425
S56.1518

Number AModifications

1Met-loss
IMet-loss 10%sdation
1Met-lass+ Acety]
IMet-loss=Aeen] 10xidition

1

1

1

1

1

1

1

1 11005155 1100 3803 l.-\rﬂ_\'l

1 1116.5108 11173797 LAceny] 10xidation
i 11325053 11333790 1Acety] 2O0mdation
1 12576119 1258 5568 1Met.loss

1 12736068 1274 5559 1Met-loss 10xsdation
1 126596224 1300 5941 10et:loss* Acety]

1 13156173 13165935 IMer-loss=Acery] 10midamon
1 1388.6513 13897544

1 14046475 14057537 1 0midation

1 1420.6422 14217531 20midahion

1 1430.6629 14317919 LAceny]

1 1448 6578 1447 7913 1Aceny] 10xidation
1 14626527 14637904 1Acety] 20mdation
1 29370631 2333 6386

1 2589.2007 2550 9759

1 26622105 2664.1002

Start End

Q

R T T T T T ]

e = =

Missed
Cleavages

Sequence

(-IMELYPFMKIA)
(-MELYPFME(A}
(-IMELYPFMK(A)
(-IMELYFFMEIA)
(-IMELY (A}
(-IMELYFFME(A)
(-IMELYPFMEKIA)
(-IMELYPFME(A)}
(IMELYFFME(A)
(-IMELYPFMEIA)
(-IMELYPFMKACR(D)
(-IMELYPFMEACRID)
(IMELYPFMEACR(D)
(-MMELYPFMEACRID)
(MELYPFMEACRID)
(-IMELYPFMEACRID)
(-IMELYFFMKACRI(D)
(-"MELYPFMKACRID)
(IMELYFFMEACR(D)
(-"MELYPFMKACRID)
(RIDAVCEANSLIHCSTVHIC
(RIDAVCEANSLIHCSTVHIC )
(KJACRDAVCEANSLIHCSTVHICFNR(A)

MH™ 3961.7116

MMMMWJLWMMWMM/ W Mol

bevia/\!

2800

3000

3500

4000

4500 5000
mz

Anexo 4.3 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.10 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg10.3 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg10.3 PM: 3961.7116 Da.

15000 4

12000

6000 -

3000 4

Cmcr 11.1

MH15066.9543

MMMML

SERILEVCAS DAECNMKLIC RHANCVYKLI HMPSFGQEHM AESVA

Number

z wz
(mi) (av)
$343927 $349780
13196711 13206313
1525.6695 15268008
1541.6644 1542 8001
1883.8779 18851842
1897.8452 1899 1843
1899 8728 19011836 10xidation
1913.8402 19151837 10xidanion
19158677 19171829 20xidation
1939.8558 19412218 1Acetyl

19558507 1957 2212 1Acetyl 10xidation
20109479 2012 4540

2026 9429 2028 4534 10xidation
26992527 2701.1395

27152476 27171389 10xidanon

2731 2425 2733.1382 20xdation

Modifications

10xadanion

Start End
2 28
18 28
4 7
s 17
29 45
17
29 45
17
29 45
117
I
4 21
4+ 2
2 45
22 45
22 45

Missed
Cleavages
0

1
o
o
L]

1
0

1
o

1

1

1

1

1

1

1

Sequence

(RHANCVYK(L)

(K)LICRHANCVYK(L)
(R)ILEVCASDAECNME(L)
(R)ILEVCASDAECNMK(L)
(K)LIHMPSFGQEHMAESVA(-)
{-)SERILEVCASDAECNMEK(L)
(K)LIHMPSFGQEHMAESVA(-)
(-)SERILEVCASDAECNMK(L)
(K)LIHMPSFGQEHMAESVA(-)
(-)SERILEVCASDAECNMK(L)
(-)SERILEVCASDAECNMK(L)
(RILEVCASDAECNMEKLICR(H)
(RILEVCASDAECNMKLICR(H)
(R)HANCVYKLIHMPSEGQEHMAESVA(-)
(RHANCVYKLIHMPSFGQEHMAESVA(-)
(RHANCVYKLIHMPSFGQEHMAESVA(-)

P,

A

6000

9000

12000 15000

miz

Anexo 4.4 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.11 (r.int.; intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg11.1 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg11.1 PM: 5065.9543 Da.
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=
el Cmecr 11.2 MH™ 6664.7896
MEASDARCIL SVAQCRDACE VAWTIMVSPG HILSTPYAVQ ECTDCARNVE GEQMSTVILK M
12000 4
Number :::) ;’:‘l) Modifications Start End 2‘,‘::;” Sequence
1 821.3458 8218893 1Acetyl 1 7 o (-IMEASDAR(C)
1 $37.3407 837.8887 1Acetyl 10xidation 1 7 0 (-’MEASDAR(C)
1 9925016 9932426 8 16 0 (R)CILSVAQCR(D)
9000 1 1447.7461 1448.6886 48 60 O (RINVEGEQMSTVILK(M)
1 1463.7410 1464.6880 10xidation 48 60 0 (RINVEGEQMSTVILK(M)
1 1578.7866 1579.8864 48 61 1 (RINVEGEQMSTVILKM(-)
1 15947815 15958858 10xidation 48 61 1 (RINVEGEQMSTVILKM(-)
1 1610.7764 1611.8851 20xidation 48 61 1 (RINVEGEQMSTVILKM(-)
1 1621.7785 1622.8739 1Met-loss 1 16 1 (-™MEASDARCILSVAQCR(D)
0007 1 1663.7891 16649114 1Met-loss+Acetyl 1 16 1 (-’MEASDARCILSVAQCR(D)
1 1752.8190 1754.0717 1 16 1 (-IMEASDARCILSVAQCR(D)
1 1768.8139 1770.0710 10xidation 1 16 1 (-MEASDARCILSVAQCR(D)
1 1794.8295 1796.1092 1Acetyl 1 16 1 (-'MEASDARCILSVAQCR(D)
1 1810.8244 1812.1086 1Acetyl 10xidation 1 16 1 (-]MEASDARCILSVAQCR(D)
3000 4 1 3366.5262 3368.8770 17 47 0 (R)DACEVAWTIMVSPGHILSTPYAVQECTDCAR(N)
| 1 33825211 3384.8764 10xidation 17 47 0 (R)DACEVAWTIMVSPGHILSTPYAVQECTDCAR(N)
O.LMMM Juk Ku‘un PP - oM
6000 9000 12000 15000
m/7

Anexo 4.5 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.11 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg11.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg11.2 PM: 6663.7896 Da.

= 30004

Cmcr 12.1

2500+

1500

QDELSPLAGE LEDMEAVVLT LAVLCMIAEL CAERCQAERC IEQLISVANY ARARVASERV ALERSDFIAE LYASMA

Nusnber o - NEoilifieations
(mi) tavy
1026 5942 1027 2160

11296324 11302970
1317 8031 19124872

1333 5580 1334 4965 10midation
1380 7482 1381 5812 1Glnpyre-Glu
1397.7747 1398 6118

14007566 1401 6781

14157675 1416 6928

14167515 14176775 10xidation
14397853 14406494 1Acerd
16429057 1643 9807

18859364 18371752

19050 9313 1903 4746 10xidation
20030181 2064 1533

20180847 20195545

20340786 2035 5539 10midation
23922471 23940166

2408 2420 24100160 1Oxidation
24242369 24260154 I0midanon
26053333 26072139

2621 3282 2623 2132 10wdation

MH™8396.9517

Al
Start End
4 120
55 &4 1
85 18 O
L
1o
1oz
ERN T
40 52 0
4 15 1
1oz
0 541
&0 T8 1
&0 T8 1
LTI S
16 340
1% M0
1334
LERE
133
(I
(LI

1
I

12000

inved
eavages

Sequence
(KILSPLAQELRI(D)

(RIVASERVALER(S)

(RISDFIAFLY ASMAL)
(R)SDFLAEL Y ASMAL-}
(IDKLSPLAGELR(D)
(}QDELSPLAQELEID)
(RILSPLAQELRDME(A}
(RICIEQLISVANVARIA)
(EMLSPLAGELRDME(A)
(JQDKLSPLAQELR(D)
(RICIEQLISVANVARARV)
(RIVALERSDFIAELWASMAL-)
(RJVALERSDFIAELYASMAL-)
(RICQAFRCIEQLISVANVARIAY
(EIAVVLTLAVECMIAEL CAERIC)
(KAVVLTLAVLOMIAEL CAERIC)
(RIPMEAVVLILAVLCMIAELCAER(C)
(RIDMEAVVLTLAVLCMIAELCAER(C)
(RIDMEAVVLTLAVLCMIAELCAER(C)
(KIAVVLTLAVLCMIAELCAERCOQAERIC)
(KJAVVLTLAVLOMIAEL CAERCQAERIC)

15000
mz

Anexo 4.6 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.12 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg12.1 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg12.1 PM: 8395.9517 Da.



= 3000

2500

Cmcr 12.2

MH"4200.8927

MLRSDACHQR STCVEKMLTV DCMIGCEDSG VCYVSGRD

Number 0 oy Modifcations

1 8163417 8168757 4 10
1 1085 5269 1086 2248 1Met-loss 1 10
1 X 1 10
1 1 10
1 1 10
1 258 5779 1259 4602 1Acesyl 1 10
1 12745729 12754596 1Acetyl 10mdanon 1 10
1 1463 6366 1464 6286 4 16
1 22379368 22396507 17
1 22539317 22556501 10wdation 1 w
1 22699266 22 7 3
1 23529637 23547399 17 38
1 23689586 23707393 10wdatca 173
1 2384 9536 2386.7386 20nsdanon 17 38
1 28852316 2887 4036 nmn »
1 2901 2266 2903 4030 10xsdatca nmn »n
1 29172215 29194024 200dstwcn un

w2

St End MBS e

Cleavages

°
1
1
1
1
1
1
1
0
0
0
1
1
1
1
1
1

12000

(RISDACEQR(S)

(-MLRSDACHQR(S)
(-MLRSDACHQR(S)
(-MLRSDACHQR(S)
(-IMLRSDACHQR(S)
(-]MLRSDACHQR(S)
(-IMLRSDACHQR(S)
(RISDACHQRSTCVEK(M)
(KIMLIVDCMIGCEDSGVCYVSGR(D)
(KMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGR(D)
(KMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGR(D)
(KRMLIVDCMIGCEDSGVCYVSGRIX-)
(KMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGRIX-)
(KIMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGRD(-)

(RISTCVERMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGR(D)
(RISTCVEKMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGR(D)
(RISTCVEKMLTVDCMIGCEDSGVCYVSGR(D)

15000
"z

96

Anexo 4.7 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.12 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg12.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg12.2 PM: 4199.8927 Da.

Cmcr 12.3

1
MHKDLEECVK QKVQPYLDEF QKKWHECEVE IYRQKVAPLG EEFREGARQK VQCESAQTLR ACQSMARIEQ

MH™ 8370.6407

Number

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

w m
(mai) (av)
8353866 8359571
10175364 1018.1645
1091 5401 1092 2638

1100.5405 1101.2743 1Mes-oss
11345572 1135.2919

1136 5187 11373299

1142.5510 1143.3118 1MetJoss=Acesyl
11525136 1153 3293 10mdanon
12315810 12324721

1247 5759 1248 4714 10dation
12566634 1257 4406 1Gla-"pyro-Gla
12666365 12674328

12735915 1274 5096 1Acetyd
12736899 12744712

1289 5864 1290 5090 1Acetyl 10xidation

13636099 1364 5316

13736842 1374 5680 1GIn-—pyro-Gla
1390.7107 1391 5987

1394.7314 1395 6080

14307387 1431 6009

1451 7049 1492 7068

1505.7635 1506 7088 1Gln-~pyro-Gla
15227900 1523.7395

1619.7635 1620 £383

1831 8728 1883 1909

1897.8677 1899.1902 10xsdation

4

10

Missed

Modifications  Start End Cleavages  Sequenice

o (K)DLEECVK(Q)
(K)VAPLGEEFR(E)
(RIDLEECVKQK(V)
(-)MHKDLEECVK(Q)
(K)VQCESAQTLR(A)
(RIACQSMARIEQ()
(-IMHKDLEECVE(Q)
(RIACQSMARIEQ(-)
MHEDLEECVE(Q)
(IMHKDLEECVK(Q)
(RIQKVAPLGEEFR(E)
(K)VQPYLDEFQK(K)
(-IMHKDLEECVK(Q)
(RIQKVAPLGEEFR(E)
(-IMHKDLEECVE(Q)
(KWHECEVEIYR(Q)
(RYIQKVQCESAQTLR(A)
(RIQKVQCESAQTLR(A)
(K)VQPYLDEFQKK(W)
(KIVAPLGEEFREGAR(Q)
(K XWHECEVEIYR(Q)
(K)QKVQPYLDEFQK(K)
(KIQEVQPYLDEFQK(K)
(K)WHECEVEIVRQK(V)
(K)VQCESAQTLRACQSMAR(T)
(K)VQCESAQTLRACQSMAR(D)
]

o e e D e e o e e @ D

Anexo 4.8 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.12 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg12.3 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcr12.3 PM: 8369.6407 Da.
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2500 4

1500

REMHEDLEEVKIQ

1 AVFASDQIVL RKCARQEYAV LSACERDFPR STVOGHIEMF ARNECDVYTS WEMLHGQESR QLMIVAEDCQ GRTASLRQEM
81 EKDLEEVKQK VQPYLDEFQK KVSILAAIDE ASKKINA

Anexo 4.9 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.12 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg12.3 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg12.3 PM: 13265.5754Da.

450

400

350

300

250 -

200

150

50

0
6000

Cmcr 13.1

Number

mz
(mi) (av)
9885310 989.1201

1042 4557 1043.2187 1Gla->pyro-Ghs

Modifications

1058 4506 1059 2181 1Gla-~pyro-Glu 10x:dation 21

1059 4822 10602494

10754772 1076.2487 10xdation
1089 4928 1090.2758 1Gkn->pyro-Glu

11065194 1107.306%
1269.6620 12705023
13636099 1364.5316

1368 6464 1369 5455 1GIn-~pyro-Glu

1369.6457 1370.5765

1384 6413 1385 5448 1Glo--pyro-Glu 10xsdation 24

1385.6729 1386.5761

1401.6679 1402.5755 10xidation

1491 6685 1492.6631
1491.7049 1492.7068

1496.3002 1497.7702 1Met-loss

1497 7406 14987516

1538 8108 1539 8078 1Met-loss+Aceny]
1608.7727 1609 8525 1Gln-~pyro-Glu

16257992 16268832
1627.8407 1628.9680

1643 8356 16449674 10xidation

16698513 1671.0056 1Acetyl

1685 8462 1687.0050 1Acetyl 10mdation

1969.9946 19713221

6300

Start End |
29 36
2n 28
28
21 28
21 28
15 23
15 23
4 14
49 58
24 34
37 47
34
24 34
24 34
49 59
48 S8
1 14
37 48
1 15
5 4
35
1 14
1 14
1 14
1 14
4 20
6600

Missed
Cleavages

1

-0 OO o

MAREVCESAH ILIRQLCAER QCRQEMHKDL EEVKQKCVQP YLDEFQKKCW HEEVEIYRQ

Sequence
(K)DLEEVKQK(C)
(RYQCRQEMHK(D)
(RYQCRQEMHK(D)
(RQCRQEMHK(D)
(RYQCRQEMHK(D)
(RYQLCAERQCR(Q)
(RIQLCAERQCR(Q)
(RYEVCESAHILIR(Q)
(K)CWHEEVEIYR(Q)
(RQEMHKDLEEVK(Q)
(K)CVQPYLDEFQK(K)
(RIQEMHKDLEEVK(Q)
(RIQEMHKDLEEVK(Q)
(RIQEMHKDLEEVKI(Q)
(K)CWHEEVEIVRON-)

(K)CVQPYLDEFQKK(C)
(-IMAREVCESAHILIR(Q)
(K)QKCVQPYLDEFQK(K)
(KIQKCVOPYLDEFQKR(K)
(-IMAREVCESAHILIR(Q)
(-IMAREVCESAHILIR(Q)
(-MAREVCESAHILIR(Q)
(-)MAREVCESAHILIR(Q)

(RIEVCESAHILIRQLCAER(Q)

MH™ 72944811

mz

Anexo 4.10 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.13 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 13.1 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 13.1 PM: 7293.4811Da.
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‘= 3000
Cmcr 14.1
MLQSRASCNE RSLCVAQFNC GHCERAVESC TVAFQIA
2500
MH™ 4064.7056
20004
Number ?:I:) ::iz) Modifications Start End E'II?:::ges Sequence
1 1163.5586 1164.2930 1Met-loss 1 11 (-IMLQSRASCNER(S)
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Anexo 4.11 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.14 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 14.1 [M+H]* con una relacién sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 14.1 PM: 4063.7056 Da.
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1 11225361 11232835 1Gha-pyoGlu 10udation 90 98 | (RIQAERVAYMR(G) ' s B QIR
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Anexo 4.12 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.14 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 14.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 14.2 PM: 15497.8716 Da.
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Anexo 4.13 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.15 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 15.1 [M+H]* con una relacién sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 15.1 PM: 6865.9594 Da.
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Anexo 4.14 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.15 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 15.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 15.2 PM: 5948.7794 Da.
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Anexo 4.15 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.16 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 16.1 [M+H]* con una relacién sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 16.1 PM: 6832.8166 Da.
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Anexo 4.16 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.16 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 16.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 16.2 PM: 4950.4913 Da.



101

o] Cmerlz1 MH17228.9475

MEKHSERAQV CYTRESAVAR AAESDGDSIS AIAEDNAMGL NDFRECASQY VARPYSDDLR QRLTA

1500 4 Number % :‘:“) Modifications Start End z‘l‘;‘:‘:‘“ Sequence
1 $27.4006 827.8772 IMetdoss*Aceryl 1 7 1 (-MEKHSER(A)
1 £40.4032 8409823 g 14 0 (RIAQVCYTR(E)
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Anexo 4.17 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.17 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 17.1 [M+H]* con una relacién sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 17.1 PM: 7227.9475 Da.
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Anexo 4.18 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.17 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 17.2 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 17.2 PM: 2271.6693Da.
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1800 1 MH7074.2010
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1 1451.7853 1452.6605 1Met-loss 1 15 0 (MANVSILAAIDEHAK(A)
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1 2108.1346 21059.4019 1Mer-loss 1 21 1 (-)MANVSILAAIDEHAKASEQLK(A)
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Anexo 4.19 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fraccion FCmc 10.17 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 17.3 [M+H]* con una relacién sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 17.3 PM: 7073.2010Da.
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MH™ 6121.8177
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1 12437117 1244 3451 4 14 1 (R)VALISTRQAER(C)
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Anexo 4.20 Espectro de masas MALDI-TOF de la sub-fracciébn FCmc 10.17 (r.int.: intensidad relativa). Se
muestra el peso molecular de Cmcg 17.4 [M+H]* con una relacion sefial/ruido >2. Se muestran los fragmentos
secuenciados y la secuencia ensamblada de Cmcg 17.4 PM: 6120.8177 Da.
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Anexo 7 Cromatograma (Cromatografia de fase reversa-220 nm) de la fraccion Cmtr1.1
sintetizado. Flujo ImL/min. Agua: acetonitrilo. Columna Purospher C-18 HPLC 250 x 4.6
mm (5um).

Los datos no mostrados en el presente trabajo fueron realizados en el Instituto de Quimica en la Unidad de pruebas biologicas
y han sido presentados al comité tutoral en el documento Tesis-Avances 2016-2 el dia 05.09.2016.
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