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RESUMEN 
  

Millepora complanata es un cnidario que se encuentra habitualmente en arrecifes 
coralinos del Caribe mexicano. Este organismo se conoce como “coral de fuego” 
debido a su capacidad de causar lesiones dolorosas en la piel humana después del 
contacto. Hasta el momento, la información acerca de la naturaleza y el mecanismo 
de acción de las toxinas producidas por los organismos del género Millepora es muy 
escasa. En este estudio, se describe por primera vez el efecto hemolítico y 
vasoconstrictor del extracto crudo de M. complanata. El extracto crudo de este 
hidrocoral indujo una contracción, dependiente de la concentración, del músculo liso 
arterial de rata (CE50 = 22.38 ± 1.14 µg de proteína/ml). Este efecto vasoconstrictor 
fue independiente del endotelio y disminuyó significativamente en ausencia de Ca2+ 
extracelular y cuando se eliminó el Ca2+ de los almacenes intracelulares del músculo 
liso arterial, después del tratamiento con ryanodina (10 µM) y cafeína (10 mM). Por 
otro lado, el extracto crudo de M. complanata produjo hemólisis en eritrocitos de rata 
(UH50 = 1.64 ± 1.04 µg de proteína/ml). Este efecto se amplificó en presencia de Ca2+ 
y disminuyó en presencia de colesterol. Además, al someter el extracto a incubación 
con bromuro de p-bromofenancilo, un inhibidor de fosfolipasa A2, el efecto hemolítico 
disminuyó de manera significativa. Tanto el efecto hemolítico como el efecto 
vasoconstrictor se perdieron después de incubar el extracto en un baño de agua a 
ebullición durante 20 min. A partir del fraccionamiento del extracto de M. complanata, 
mediante cromatografía en fase reversa, se obtuvieron 19 fracciones (F1 a F19), de 
las cuales solamente F4 (cuyo componente mayoritario es una proteína de 
aproximadamente 30 kDa) indujo un efecto hemolítico. Esta proteína de 30 kDa es 
posiblemente una fosfolipasa A2. Además, F8 y F11, cuyos componentes 
mayoritarios son proteínas de 15 y 17 kDa, respectivamente, presentaron un efecto 
vasoconstrictor importante. El efecto vasoconstrictor inducido por estas dos 
fracciones posiblemente se produce por mecanismos de acción diferentes. 



SUMMARY 
 

Millepora complanata (phylum Cnidaria) is a regular component of coral reefs in 
the Mexican Caribbean. This organism is called “fire coral” because it causes painful 
lesions after human contact. At the moment, information about the identity of 
Millepora’s toxins and its mechanisms of action is very scarce. In this study, we 
describe for the first time the hemolytic and vasoconstrictor activity elicited by the 
crude extract obtained from M. complanata. This extract caused a concentration-
dependent contraction on isolated rat aortic rings (EC50 = 22.38 ± 1.14 µg protein/ml). 
This effect was endothelium-independent and significantly reduced in the absence of 
extracellular Ca2+ and when the intracellular  Ca2+ stores were depleted with 
ryanodine (10 µM) and caffeine (10 mM). In the other hand, the crude extract 
obtained from M. complanata showed hemolytic properties on rat erythrocytes (HU50 
= 1.64 ± 1.04 µg protein/ml). This effect was amplified in presence of Ca2+ and 
reduced in presence of cholesterol. Furthermore, the hemolytic effect of the extract 
was significantly reduced after incubation with p-bromophenancyl bromide, an 
inhibitor of phospholipase A2 proteins. The hemolytic and vasoconstrictor effects were 
abolished after incubation in a boiling water bath for 20 min. Reverse phase 
chromatography of the M. complanata extract afforded 19 fractions (F1 to F11), of 
which only F4 (containing a protein with a molecular weight of 30 kDa) induced a 
hemolytic effect. This 30 kDa protein is probably a phospholipase A2. In addition, F8 
and F11, containing 15 and 17 kDa proteins, respectively, produced a vasoconstrictor 
effect. The smooth muscle excitatory effect elicited by both proteins was probably 
mediated by different mechanisms of action. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 

Los hidrocorales del género Millepora (phylum Cnidaria, clase Hydrozoa) son 

organismos de exoesqueleto calcáreo que se encuentran ampliamente distribuidos 

en arrecifes de coral de todo el mundo y representan una de las principales formas 

coralinas que contribuyen a la formación de los arrecifes (Lewis, 1989). Estos 

organismos, al igual que todas las especies del phylum Cnidaria, poseen células 

urticantes que contienen cápsulas especializadas cargadas de veneno. Estas 

cápsulas se conocen como nematocistos y al ser estimulados por contacto inyectan 

su contenido a través de filamentos punzantes (Tardent, 1995). 

Las especies del género Millepora se conocen comúnmente como “corales de 

fuego”, debido a que el contacto humano con estos organismos produce lesiones en 

la piel que incluyen escozor, eritema y una erupción que dura varios días (Sagi et al., 

1987; Bianchini et al., 1988). Debido a su abundancia y localización, son comunes 

los casos de quemaduras causadas por el contacto accidental con estas especies. 

Sin embargo, no se conoce un tratamiento adecuado para las lesiones causadas por 

estos hidrocorales. 

Los estudios que se han realizado sobre especies de este género indican que gran 

parte de las toxinas presentes en sus nematocistos son citolisinas de naturaleza 

proteica. Sin embargo, hasta el momento no se ha logrado purificar y caracterizar 

alguna de estas toxinas. En ratones, los efectos letales que producen los extractos y 

fracciones de las especies del género Millepora se han asociado con su efecto 

hemolítico. Por ejemplo, se ha encontrado que los extractos crudos de M. tenera, M. 

alcicornis, M. dichotoma y M. platyphylla son letales en ratones y poseen actividad 

hemolítica y dermonecrótica. Estos efectos se encontraron en una misma fracción al 

momento de la purificación parcial de los extractos mediante métodos 

cromatográficos (Middlebrook et al., 1971; Wittle et al., 1971; Wittle et al., 1974; 

Radwan, 2002). 

El mecanismo de acción de las toxinas producidas por los organismos del género 

Millepora no está bien determinado. Recientemente, se realizó un estudio sobre M. 

platyphylla en el que se purificó parcialmente una proteína de 32.5 kDa con actividad 
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enzimática de fosfolipasa A2. Los resultados de este estudio sugirieron que el 

mecanismo mediante el cual el extracto de este hidrocoral produce actividad 

hemolítica se debe, en parte, a una acción directa de la fosfolipasa A2 sobre 

fosfolípidos membranales y que esta acción podría estar facilitada por otra parte de 

la toxina que no posee actividad enzimática (Radwan y Aboul-Dahab, 2004). 

En un estudio realizado sobre M. complanata, un componente habitual de arrecifes 

coralinos del Caribe mexicano, se encontró que su extracto crudo induce un efecto 

excitador de las contracciones espontáneas de íleon aislado de cobayo, de una 

manera dependiente de la concentración. El fraccionamiento del extracto, mediante 

cromatografía de exclusión por FPLC, permitió obtener 12 fracciones primarias, de 

las cuales dos mostraron efecto contráctil cuando se evaluaron en el íleon aislado de 

cobayo. Estas fracciones se sometieron a varios experimentos dirigidos hacia la 

caracterización parcial de su mecanismo de acción, los resultados de éstos 

sugirieron que el efecto contráctil de ambas fracciones podría deberse a un 

incremento en la permeabilidad membranal al Ca2+ de las células musculares lisas 

(Rojas et al., 2002). 

Es evidente que las especies del género Millepora representan una fuente 

potencial de compuestos bioactivos que pueden ser útiles para el desarrollo de 

nuevos fármacos o de herramientas de investigación. Asimismo, es importante 

comprender el mecanismo mediante el cual las toxinas de M. complanata ejercen sus 

efectos tóxicos, a fin de poder diseñar una terapia racional para tratar las lesiones 

producidas por estos hidrocorales. Con base en estas consideraciones, se decidió 

continuar con el estudio bioquímico y farmacológico de M. complanata. Dado que 

estudios previos realizados sobre especies de este género, sugerían que M. 

complanata podría producir toxinas con efecto sobre el músculo liso y citolisinas con 

acción hemolítica, en el presente trabajo se evaluó por primera vez el efecto del 

extracto crudo de M. complanta sobre el tono vascular y su actividad hemolítica. 

Adicionalmente, se purificaron las proteínas responsables de los efectos observados 

mediante métodos cromatográficos, como un primer paso para su futura 

caracterización farmacológica. 
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II. ANTECEDENTES 

 
2.1. Organismos del phylum Cnidaria 
 

Los organismos del phylum Cnidaria constituyen un grupo grande de organismos 

acuáticos, la mayor parte de los cuales son marinos. Estas especies se conocen 

como cnidarios y se encuentran ampliamente distribuidos en hábitats marinos poco 

profundos, especialmente en lugares con temperaturas cálidas y regiones tropicales.  

El cuerpo de los cnidarios es relativamente simple, tiene simetría radial y está 

organizado como un saco hueco que contiene una cavidad denominada “cavidad 

gastrovascular”. Esta cavidad contiene una sola abertura que tiene la función de 

boca y ano. Los cnidarios se ajustan a una o a dos formas corporales: la forma pólipo 

y la forma medusa. La forma pólipo, que puede vivir de manera solitaria o en 

colonias, generalmente está adaptada a una vida sésil y posee la boca en la 

superficie superior. Por el contrario, la forma medusa está adaptada para la flotación 

y tiene la boca en la superficie inferior. Tanto el pólipo como la medusa están 

formados por dos capas celulares: la epidermis externa (ectodermo) y la 

gastrodermis interna (endodermo). Entre estas dos capas, hay un material 

gelatinoso, denominado mesoglea (Solomon et al., 1998). 

De acuerdo a sus características morfológicas, se conocen actualmente cuatro 

clases de cnidarios: la clase Hydrozoa, la cual es la más variable e incluye a las 

hidras, a los corales de fuego (género Millepora) y a la fragata portuguesa (Physalia 

physalis); la clase Scyphozoa, que incluye a las medusas reales de diámetros 

grandes; la clase Cubozoa, que incluye a las cubomedusas; y la clase Anthozoa, que 

incluye a las anémonas, corales pétreos, corales blandos y otros organismos 

(Nevalainen et al., 2004). 

Una característica distintiva de las especies del phylum Cnidaria es que poseen 

células punzantes llamadas cnidocitos. Esta característica es la que le da el nombre 

a este phylum. Cada cnidocito contiene un orgánulo urticante, cargado de veneno, 

que recibe el nombre de nematocisto. El nematocisto es una cápsula diminuta de 

forma oval, constituida principalmente de glucoproteínas y un material similar al 
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colágeno denominado minicolágeno (Özbek et al., 2004). Hasta el momento, se han 

descrito cerca de 20 tipos de nematocistos. Todos contienen una abertura en la parte 

apical, cerrada por una pequeña tapa que se conoce como opérculo. Dentro del 

nematocisto se encuentra un filamento tubular enrollado que tiene la función de 

inyectar el veneno a las presas. Con excepción de las especies de la clase Anthozoa, 

los cnidocitos están provistos de un cnidocilio , el cual es un orgánulo sensorial que 

al ser estimulado apropiadamente produce la descarga del nematocisto (Figura 1) 

(Tardent, 1995). Aunque el cnidocilio reacciona principalmente ante un estímulo 

mecánico, su sensibilidad está influenciada por quimiorreceptores localizados en 

células adyacentes. De tal manera que se requiere de una combinación entre 

estímulos mecánicos y químicos para el reconocimiento de la presa (Watson y 

Hessinger, 1989). 

 

A 

 

B 

 

Figura 1. Representación esquemática del cnidocito. (A) Cnidocito con el 

nematocisto sin disparar. (B) Cnidocito con el nematocisto disparado. 

 

Los cnidocitos se producen en invaginaciones de las células ectodérmicas y son 

especialmente abundantes en los tentáculos, los cuales generalmente forman un 

círculo alrededor de la boca. Cuando un nematocisto se descarga, el cnidocito se 

Cnidocilio

Filamento urticante 
desplegado 

Filamento 
urticante 
enroscado / 
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absorbe y se remplaza por uno nuevo. La descarga del nematocisto es facilitada por 

una presión osmótica muy alta que hay en su interior debido a una alta concentración 

de poli-γ-glutamato, de tal manera que cuando se estimula su descarga, esta alta 

presión hace que el agua se precipite dentro de la cápsula, en consecuencia el 

opérculo se abre y el incremento en la presión hidrostática dentro de la cápsula hace 

que el filamento urticante se proyecte hacia el exterior (Tardent, 1995). 

Los estudios que se han realizado sobre los venenos producidos por diferentes 

clases de cnidarios indican que las toxinas presentes son principalmente de 

naturaleza proteica. Se pueden clasificar estas toxinas, tomando en cuenta los 

conocimientos generales de los efectos que producen, en dos grupos principales: 

citolisinas y neurotoxinas. 

 

2.1.1. Citolisinas presentes en cnidarios 
 

Las citolisinas son toxinas que se caracterizan por su capacidad de producir 

disgregación o disolución de determinados elementos celulares, principalmente 

afectan a las membranas celulares. Uno de los principales mecanismos por medio 

del cual actúan muchas citolisinas aisladas de cnidarios es mediante la formación de 

poros en las membranas celulares. De manera general, las toxinas formadoras de 

poro hacen que las membranas se vuelvan más permeables, provocando 

desestabilización del equilibrio osmótico, en consecuencia la célula absorbe más 

agua hasta que finalmente revienta (Parker, 2003). Las anémonas representan un 

ejemplo claro de cnidarios que producen este tipo de toxinas, por ejemplo, en Actinia 

equina se han encontrado al menos 5 isoformas de equinatoxinas, las cuales son 

proteínas formadoras de poro con un peso molecular de 20 kDa aproximadamente 

(Anderluh et al., 1999). Además de las equinatoxinas, se encuentran las esticolisinas 

I a IV, aisladas de Stichodactyla helianthus (Kem y Dunn, 1988), y las 

magnificalisinas I a III, aisladas de Heteractis magnifica (Khoo et al., 1993). Las 

equinatoxinas, esticolisinas y magnificalisinas constituyen la familia de las 

actinoporinas. También se ha sugerido la existencia del grupo de las hidralisinas, 
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constituido por proteínas formadoras de poro aisladas de la hidra Chlorohydra 

viridissima (Zhang, 2003). 

Otro tipo de citolisinas actúan mediante degradación enzimática de lípidos 

membranales específicos. Las principales toxinas de este tipo que se han encontrado 

en cnidarios son aquellas que tienen actividad de fosfolipasa A2. Estas enzimas 

hidrolizan el enlace éster sn-2 de los glicerofosfolípidos, liberando ácidos grasos y 

lisofosfolípidos. Los extractos de varias especies de las diferentes clases de 

cnidarios presentan altos niveles de actividad de fosfolipasa A2 (Nevalainen et al., 

2004). Muchas veces, este tipo de toxinas actúan en conjunto con otras citolisinas 

para inducir la lisis de las células. Por ejemplo, en el veneno de la anémona Aiptasia 

pallida, se han encontrado dos isoformas de fosfolipasa A2 (α y β), las cuales 

requieren la presencia de un tercer componente para ejercer un efecto hemolítico. 

Este tercer componente presenta actividad hemolítica al evaluarse en ausencia de 

las dos isoformas de fosfolipasa A2 (Grotendorst y Hessinger, 1999). Además, se ha 

encontrado que algunas de estas citolisinas requieren de cationes divalentes, como 

el Ca2+ y el Mg2+, para alcanzar su actividad óptima, tal es el caso de la β fosfolipasa 

A2 de A. pallida (Grotendorst y Hessinger, 2000). 

 

2.1.2. Neurotoxinas presentes en cnidarios 
 

Las neurotoxinas son otro grupo importante de toxinas que se encuentran en las 

diferentes clases de cnidarios. Estas toxinas poseen una alta afinidad por canales 

iónicos de membranas excitables y han sido detectadas principalmente en 

anémonas, por ejemplo, las toxinas: ATX-II, aislada de Anemonia sulfata; AFT-II, 

aislada de Anthopleura fuscoviridis, y Bc-III, aislada de Bunodosona caissarum, 

actúan activando diferentes tipos de canales de Na+ dependientes de voltaje (Oliveira 

et al., 2004). Además, se ha demostrado la presencia de una toxina en Hydra 

vulgaris que induce espasmos en algunos animales debido a un incremento en la 

permeabilidad de los canales de calcio, provocando un aumento en los niveles de 

calcio citosólico (Klug y Weber, 1991). Algunos estudios sugieren la presencia de 

este tipo de toxinas en los venenos de algunas medusas, debido a que modifican la 
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conductividad iónica membranal en diferentes modelos biológicos, por ejemplo: el 

veneno de Aurelia sp. produce despolarización en el músculo esquelético de rana 

(Kihara et al., 1988); Carybdea rastonii produce  contracción, dependiente de calcio, 

del músculo liso arterial (Azuma et al., 1989); algunas toxinas de Chrysaora sp. abren 

canales catiónicos en fibras nerviosas desmielinizadas de rana (Dubois et al., 1983) y 

el extracto proteico de Cassiopea xamachana incrementa la conductancia iónica de 

la membrana del ovocito de Xenopus laevis (Torres et al., 2001). 

 

2.1.3. Toxicidad de las especies del género Millepora 

 

El género Millepora (Reino: Animalia; Phylum: Cnidaria; Clase: Hydrozoa; Orden: 

Capitata; Superfamilia: Zancloidea; Familia: Milleporidae) comprende 17 especies 

reconocidas hasta el momento (Cairns, 1999). Los pólipos de estas especies tienen 

la capacidad de formar esqueletos calcáreos, razón por la cual se denominan 

hidrocorales. Estas especies constituyen una de las formas coralinas más habituales 

en los arrecifes, encontrándose en mares tropicales de todo el mundo a 

profundidades que van desde menos de 1 m hasta cerca de 40 m (Lewis, 1989). La 

forma de crecimiento de los hidrocorales es muy variable de una especie a otra. Por 

lo general, las formas robustas y de cuchillas se encuentran en aguas turbulentas, 

mientras que las formas ramificadas son más comunes en aguas tranquilas (Davies y 

Montaggioni, 1985). En los arrecifes del Caribe mexicano predominan las especies: 

M. alcicornis, que presenta una forma ramificada, y M. complanata, cuyas colonias 

tienen forma de cuchillas (Figura 2) (Lewis, 1989). 

Los hidrocorales, al igual que los corales de la clase Anthozoa, presentan una 

íntima simbiosis nutricional con las microalgas fotosintéticas llamadas dinoflagelados, 

comúnmente conocidas como zooxantelas. Las zooxantelas producen oxígeno, 

compuestos de carbono y compuestos nitrogenados que son aprovechados por los 

corales e hidrocorales. Por su parte, los corales e hidrocorales proporcionan a las 

zooxantelas, productos de desecho como amoniaco, con el cual se generan los 

compuestos nitrogenados para ambos socios (Knowlton, 2001). Por esta razón, los 

hidrocorales también son afectados por el fenómeno de blanqueamiento, en el que 
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se pierden las zooxantelas simbiontes. En consecuencia, se reduce su crecimiento, 

calcificación y tiempo de supervivencia. Se ha encontrado que algunos hidrocorales 

pueden sobrevivir hasta 4 semanas en ausencia de zooxantelas simbiontes (Lewis, 

1989). 

 
 

  
  

Figura 2. Fotografías subacuáticas de los hidrocorales predominantes en el Caribe 

mexicano. (A) Millepora complanata. (B) Millepora alcicornis. 

  
Entre los predadores de los hidrocorales se encuentran algunos percebes de la 

subfamilia Pyrgomatinae. A densidades elevadas, estos organismos pueden afectar 

el crecimiento de los hidrocorales. Los gusanos poliquetos Hermodice carunculata y 

algunos gusanos del género Phylochaetopterus tienen efectos similares sobre los 

hidrocorales.  Las especies de peces: Alutera scripta y Cantherines macrocerus se 

alimentan de hidrocorales. Por otra parte, los hidrocorales se alimentan 

principalmente de zooplancton y especies de Artemia (Lewis, 1989). 

Con relación a la toxicidad para el humano, se ha descrito que de las 10,000 

especies de cnidarios que se conocen en la actualidad, solamente 70 son tóxicas 

para el hombre. De estas últimas, unas de las más sobresalientes son las especies 

del género Millepora (Hashimoto, 1979). Los nematocistos de algunas especies de 

este género pueden perforar la piel humana al ser estimulados por contacto y causar 

intensas picaduras dolorosas con diferentes grados de intoxicación (Sagi et al., 1987; 

A B
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Bianchini et al., 1988). Las reacciones cutáneas incluyen: eritema, ronchas, lesiones 

ulceronecróticas y lesiones papulares que pueden volverse lesiones pustulares con 

descamación excesiva (Sagi et al., 1987; Bianchini et al., 1988). En cuanto a la 

sintomatología general, puede presentarse nausea, vómito, dolor abdominal, 

dificultad respiratoria y fiebre (Bianchini et al., 1988). 

Debido a las lesiones que producen en los humanos, algunas de las especies del 

género Millepora son conocidas comúnmente como “corales de fuego”. Las personas 

que frecuentemente nadan o bucean cerca de los arrecifes de coral generalmente 

reconocen y evitan el contacto con estos organismos (Lewis, 1989). Sin embargo, en 

las clínicas situadas cerca de los mares tropicales se han reportado varios casos de 

quemaduras en humanos provocadas por contacto con los corales de fuego (Sagi et 

al., 1987). 

Hasta el momento, se sabe poco sobre las estructuras y los mecanismos de 

acción de las toxinas producidas por los hidrocorales. Los estudios que se han 

realizado sobre estos organismos coinciden en que sus toxinas son de naturaleza 

proteica. En el año 1971, se reportaron dos estudios toxicológicos sobre M. tenera y 

M. alcicornis, en los que se evaluó la letalidad de sus extractos (obtenidos por 

maceración en amortiguador de Sörensen a un pH de 7 y a una temperatura de 4°C) 

en ratones al inyectarlos por vía intravenosa. En estos estudios, la DL50 calculada 

para M. alcicornis fue de 0.55 µg de proteína/g de peso corporal, mientras que la 

DL50 calculada para M. tenera fue de 0.303 µg de proteína/g de peso corporal, ambos 

extractos perdían su actividad al ser evaluados después de someterlos a ebullición 

(Middlebrook et al., 1971; Wittle et al., 1971). El extracto de M. alcicornis fue 

sometido a sucesivas cromatografías en DEAE-celulosa y Sephadex G-100, lo cual 

permitió purificar parcialmente una proteína con un peso molecular aproximado de 

100,000 Da y una actividad tóxica 14 veces mayor que el extracto original (Wittle et 

al., 1971). Por otra parte, el fraccionamiento cromatográfico en DEAE-celulosa del 

extracto de M. tenera permitió purificar parcialmente una fracción proteica 8 veces 

más activa que el extracto original (Middlebrook et al., 1971). 

Unos años más tarde, se demostró que las toxinas que se purificaron parcialmente 

a partir de ambos hidrocorales provenían de sus nematocistos. Sin embargo, no se 
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descartó la posibilidad de que existieran otras toxinas provenientes de otros tejidos 

del hidrocoral o de sus organismos simbiontes (Wittle et al., 1974). Además, en otro 

estudio se encontró que el extracto de M. tenera presentó actividad hemolítica sobre 

eritrocitos de rata e indujo dermonecrósis en ratones al inyectarlos por vía 

intradérmica (Wittle y Wheeler, 1974). 

En un estudio realizado sobre M. dichotoma y M. platyphylla, hidrocorales 

comunes en las costas del Mar Rojo, se encontró que los extractos de los 

nematocistos de estos organismos presentaron toxicidad en ratones al inyectarlos 

por vía intravenosa. El extracto de M. dichotoma presentó una DL50 de 0.51 µg de 

proteína/g de peso corporal, en tanto que la DL50 del extracto de M. platyphylla fue de 

0.21 µg de proteína/g de peso corporal. Además, se encontró que ambos extractos 

presentaron actividad dermonecrótica y vasopermeable cuando se inyectaron en 

ratones por vía subcutánea a dosis de 1 µg de proteína/g de peso corporal. También 

se encontró que los dos extractos presentaron actividad hemolítica sobre eritrocitos 

humanos a concentraciones de 20 a 200 µg de proteína/ml. La actividad hemolítica 

de ambos extractos se inhibió parcialmente por la presencia de fostatidilcolina, 

fosfatidilserina o dihidrocolesterol, siendo más notable la actividad inhibitoria de este 

último. Además, en ambos extractos se encontró que las fracciones obtenidas 

mediante cromatografía de filtración en gel, en las que se concentró la actividad 

hemolítica también presentaron letalidad en ratones (Radwan, 2002). 

Recientemente, se realizó un fraccionamiento del extracto de los nematocistos de 

M. platyphylla mediante cromatografía de filtración en gel y cromatografía de 

intercambio iónico. De esta manera, se encontró una fracción rica en proteínas, con 

pesos moleculares de 30 a 34  kDa,  con actividad hemolítica sobre eritrocitos de 

humano y actividad de fosfolipasa A2. La purificación subsecuente de esta fracción 

mediante cromatografía de intercambio iónico permitió obtener una fracción, con una 

proteína de un peso molecular de 32.5 kDa como componente mayoritario, que se 

denominó Milleporina-1. Esta fracción presentó actividad de fosfoplipasa A2 y 

contribuyó, en parte, a la actividad hemolítica presentada por la fracción obtenida 

inicialmente (Radwan y Aboul-Dahab, 2004). 
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En un estudio bioquímico y farmacológico de M. complanata, se evaluó el efecto 

del extracto crudo de este organismo sobre las contracciones espontáneas de íleon 

aislado de cobayo, a concentraciones de 0.001 a 1,000 µg de proteína/ml. El extracto 

causó una estimulación, dependiente de la concentración, de las contracciones 

espontáneas del íleon (CE50 = 11.55 ± 2.36 µg/ml), siendo aproximadamente 12 

veces menos potente que la ionomicina (CE50 = 0.88 ± 0.25 µg/ml), que se empleó 

como control positivo. Este efecto se perdió cuando se incubó el extracto a 37 °C de 

2 a 12 h. El fraccionamiento del extracto, mediante cromatografía de exclusión por 

FPLC, permitió obtener 12 fracciones primarias, de las cuales sólo las fracciones FV 

y FVIII mostraron efecto contráctil cuando se evaluaron en el íleon aislado de cobayo 

a la CE50 del extracto. Estas fracciones se sometieron a varios experimentos dirigidos 

hacia la caracterización parcial de su mecanismo de acción, mediante el modelo de 

íleon aislado de cobayo, encontrándose que el efecto contráctil de ambas fracciones 

podría deberse a un incremento en la permeabilidad al Ca2+ de la membrana de las 

células musculares lisas. De manera adicional, en este estudio se encontró el mismo 

tipo de actividad sobre el íleon al evaluar el extracto obtenido de un espécimen de M. 

complanata blanqueado (libre de zooxantelas simbiontes), lo cual apoya la idea de 

que los compuestos responsables de este tipo de actividad provienen del hidrocoral 

(Rojas et al., 2002). 

 

2.2. Generalidades sobre la fisiología de la pared arterial 
  

La estructura general de la pared de las arterias consiste de tres capas 

concéntricas, denominadas también “túnicas”: la capa interna, llamada túnica íntima, 

está constituida por células endoteliales orientadas longitudinalmente; la capa media 

o túnica media está compuesta  por elastina y células de músculo liso orientadas de 

manera circular; y la capa externa, también conocida como túnica adventicia, está 

constituida por fibroblastos y fibras de colágeno que están orientadas de manera 

longitudinal. Las arterias se clasifican en: arterias elásticas, arterias musculares, 

arterias pequeñas y arteriolas. Esta clasificación se hace de acuerdo al diámetro de 
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la luz, al grosor de la pared y al componente mayoritario de la túnica media. Por 

ejemplo, las arterias elásticas, como la arteria aorta, en la túnica media contienen 

una mayor proporción de elastina que las arterias musculares. Esto proporciona al 

vaso la elasticidad necesaria para adaptarse a los cambios de presión originados por 

el flujo pulsátil del corazón. Por otro lado, en las arterias musculares el principal 

componente de la túnica media es el músculo liso (Navarro-Cid et al., 1999). 

La función principal de las células de músculo liso vascular es mantener y 

modificar el diámetro del lumen de los vasos. Esta función está ampliamente 

regulada por diversos factores endógenos que interaccionan, ya sea de manera 

directa o indirecta, con diversos componentes celulares para inducir vasoconstricción 

o vasodilatación. Por esta razón, el empleo de segmentos de aorta aislados 

constituye un modelo sencillo que permite evaluar el efecto de sustancias de prueba 

sobre el tono vasomotor (Nagase et al., 1987; Aceret et al., 1996). A continuación se 

presentan algunas de las principales características estructurales de las células 

musculares lisas y endoteliales. Además, se explican de manera general los 

mecanismos principales por medio de los cuales se puede controlar el tono 

vasomotor. 

 

2.2.1. Músculo liso vascular 
 
A. Estructura funcional de las células de músculo liso 

La organización de las células de músculo liso vascular es relativamente simple. 

Estas células son fusiformes y presentan un único núcleo en posición central. Su 

disposición es circular, formando varias capas alrededor de la circunferencia del 

vaso. Estas células poseen uniones comunicantes que proveen una continuidad del 

citoplasma entre las células acopladas, lo cual permite el flujo libre de iones de una 

célula a otra, de forma que los potenciales de acción pueden pasar de una fibra 

muscular a la siguiente y hacer que las fibras se contraigan simultáneamente (Christ 

y Brink, 2000). Las células de músculo liso vascular, al igual que las células de 

músculo liso de otros tejidos, contienen múltiples filamentos de actina y miosina, 

conocidos también como filamentos delgados y gruesos, respectivamente. La 
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interacción entre ambos filamentos genera la fuerza necesaria para desencadenar la 

contracción muscular (Huxley, 1969). Los filamentos de actina están agrupados en 

haces laxos adosados a cuerpos densos en el citosol, análogos a los discos Z del 

músculo esquelético. Los cuerpos densos son mantenidos en su posición por un 

armazón de proteínas estructurales que los mantienen unidos entre sí. El otro 

extremo de los filamentos de actina se conecta a placas de fijación, similares a los 

cuerpos densos, pero localizados en la membrana celular de la fibra muscular 

(Kargacin et al., 1989). Cada filamento de actina está compuesto por una doble 

hebra de actina-F, la cual es un polímero filamentoso constituido por múltiples 

monómeros de actina-G que están ordenados linealmente. Las hebras de actina-F 

están enrolladas en espiral con la tropomiosina, una proteína que se encuentra 

conectada de forma laxa con las hebras de actina-F (Beckerle, 1998). 

Entre los numerosos filamentos de actina, se intercalan algunos filamentos de 

miosina. Cada filamento de miosina está compuesto por 200 ó más moléculas 

individuales de miosina II, cada una con un peso molecular de aproximadamente 480 

kDa. Una molécula de miosina II está compuesta por seis cadenas polipeptídicas: 

dos cadenas pesadas con un peso molecular de aproximadamente 200 kDa cada 

una y cuatro cadenas ligeras con pesos moleculares de aproximadamente 20 kDa 

cada una. Las cadenas pesadas están organizadas en tres dominios diferentes: el 

dominio de la cabeza, el del cuello y el de la cola (Wendt et al., 2001). 

El dominio globular de la cabeza posee actividad ATPasa y contiene un sitio de 

unión a actina y un sitio de unión a trifosfato de adenosina (ATP). Por esta razón, se 

le conoce a esta porción como dominio catalítico (Rayment, 1996). Adyacente al 

dominio catalítico se encuentra la región del cuello alfa helicoidal que se asocia con 

las cadenas ligeras. El dominio de la cola es una porción elongada de la hélice que 

se enrolla con la cola de la otra cadena pesada para formar una doble hélice. Cada 

cadena pesada de la miosina II contiene dos cadenas ligeras diferentes, 

denominadas cadenas ligeras esencial y reguladora, ambas son proteínas fijadoras 

de calcio. Las colas de todas las moléculas de miosina II están agrupadas para 

formar el cuerpo del filamento de miosina, mientras que muchas cabezas de miosina 

cuelgan hacia el exterior a los dos lados del cuerpo (Wendt et al., 2001). 
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B. Generación de la fuerza durante la contracción muscular 
Existen varios modelos teóricos que intentan explicar el proceso de la generación 

de la fuerza necesaria para la contracción muscular. Uno de los modelos más 

aceptados en la actualidad es el de brazo-palanca (lever-arm model). Este modelo 

supone que la hidrólisis de una sola molécula de ATP se acopla en cada paso a una 

molécula de miosina a lo largo del filamento de actina (Holmes, 1997; Geeves y 

Holmes, 1999; Highsmith, 1999). 
El brazo-palanca, también conocido como dominio regulador, es el alargamiento 

de aproximadamente 8 nm de la cadena pesada de la miosina II correspondiente a la 

región del cuello en donde se encuentran las cadenas ligeras esencial y reguladora. 

El dominio regulador, junto con el dominio catalítico, constituyen el dominio motor, 

por lo que cada molécula de miosina II posee dos dominios motores (Figura 3 A). Sin 

embargo, sólo un dominio motor es capaz de generar el golpe de fuerza para 

desplazar a la actina de 5 a 12 nm a través del filamento de miosina (Highsmith, 

1999). 
En la Figura 3 B se muestra un esquema que representa el acoplamiento de la 

hidrólisis del ATP a la interacción entre actina y miosina para la generación de la 

contracción muscular. En ausencia de ATP, la cabeza de miosina se une 

estrechamente a la actina (Ac-M) (Figura 3 B). A este complejo se le conoce 

comúnmente como “estado de rigor”. Cuando el ATP se une al dominio catalítico, en 

presencia de Mg2+, se produce una alteración en la conformación de la cabeza de 

miosina que debilita la unión de la actina, esto provoca la disociación entre el dominio 

motor de la miosina y el filamento de actina, formándose así un complejo entre el 

dominio motor, Mg2+ y ATP (M-Mg-ATP) (paso 1, Figura 3 B). Mientras el dominio 

motor está disociado de la actina se produce la hidrólisis de ATP, esto induce una 

rotación hipotética del brazo-palanca y produce un complejo más compacto entre el 

dominio motor, el Mg2+ y los productos de la degradación del ATP: el difosfato de 

adenosina (ADP) y el fosfato inorgánico (Pi) (paso 2). Este complejo se une a actina 

para formar un nuevo complejo entre la actina, el dominio motor, el Mg2+,el ADP y el 

Pi, en el cual el dominio motor se encuentra débilmente unido a la actina (paso 3). De 

acuerdo con este modelo, el golpe de fuerza para la contracción muscular se 
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produce por una rotación reversa del brazo-palanca cuando los productos de la 

hidrólisis de ATP se liberan. Dado que en ese momento la miosina se encuentra 

unida a la actina, la rotación reversa del brazo-palanca ejerce una fuerza que 

desplaza junto con él al filamento de actina (paso 4), quedando así el dominio motor 

en estado de rigor listo para una nueva interacción con otra molécula de ATP y 

generar otro golpe de fuerza para seguir desplazando al filamento de actina a través 

del filamento de miosina. Las cabezas de miosina de las dos mitades de un filamento 

grueso tienen polaridades opuestas, de esta manera los filamentos de actina se 

deslizan hacia la parte media del filamento grueso, mientras que éste permanece 

inmóvil (Highsmith, 1999). 
 

Dominio catalítico

Dominio regulador
(Brazo-palanca)

Actina

Filamento de miosina
Doble hélice

 
 

 

 
 

 
Figura 3. Esquematización del modelo brazo-palanca para la generación de la fuerza 

durante la contracción muscular. A) Representación esquemática de una molécula de 

miosina II con sus dos dominios motores. B) Ciclo mecano-químico de la contracción 

muscular en el cual la miosina está representada con sólo un dominio motor. Tomado 

de Highsmith, 1999. 

Ac-M Ac + M-Mg-ATP Ac + M-Mg-ADP-Pi Ac + M-Mg-ADP-Pi Ac-M

ATP Pi + ADP 

1 2 3 4

B 

A 



 

 

16

C. Mecanismos de regulación de la contracción del músculo liso vascular 
El Ca2+ es el principal mensajero intracelular que regula el proceso de contracción 

muscular. Bajo condiciones normales, la concentración del Ca2+ en  el citoplasma de 

la célula de músculo liso se encuentra relativamente baja, aproximadamente 140 nM. 

Un incremento de la concentración citoplasmática de este ión, de 500 a 700 nM, 

desencadena el proceso de contracción muscular por diferentes mecanismos 

(Williams y Fay, 1986). Este incremento en la concentración puede deberse al influjo 

del Ca2+ a través de la membrana plasmática o a la liberación del Ca2+ de los 

almacenes intracelulares. En todos los tipos de células musculares el principal 

almacén de Ca2+ es el retículo sarcoplásmico (Tognarini y Moulds, 1997; Long et al., 

2000). 
El Ca2+ puede regular la contracción del músculo liso a través de una vía compleja 

que involucra a las cadenas ligeras reguladoras de la miosina. Uno de los dos pares 

de cadenas ligeras de la miosina inhibe la interacción entre las cabezas de miosina y 

los filamentos de actina, cuando las concentraciones de Ca2+ son bajas. Esta 

inhibición se elimina, y el músculo liso se contrae, cuando la cadena ligera 

reguladora es fosforilada por una enzima denominada cinasa de la cadena ligera 

reguladora de miosina (MLCK) (Kamm y Stull, 1985; Somlyo y Somlyo, 1994). La 

MLCK es activada por Ca2+ de manera indirecta, ya que para su activación se 

requiere de calmodulina, la cual es una proteína fijadora de Ca2+. Cuando los niveles 

de Ca2+ intracelular aumentan, cuatro iones Ca2+ se unen a la calmodulina, entonces 

el complejo Ca2+-calmodulina se fija a la MLCK para activarla (Somlyo y Somlyo, 

1994; Heller et al., 2003). 
En otra vía de regulación de la contracción del músculo liso en la que participa el 

Ca2+, interviene también la caldesmona, una proteína que forma un complejo con 

tropomiosina y actina, restringiendo la capacidad de la miosina para unirse al 

filamento de actina, lo cual impide la contracción (Szpacenko et al., 1985). Esta 

inhibición se revierte cuando el complejo Ca2+-calmodulina se fija a la caldesmona 

(Smith et al., 1987). Además, la fijación de la caldesmona a la actina no sólo es 

afectada por el complejo Ca2+-calmodulina, ya que la forma fosforilada de la 

caldesmona no se fija bien a los filamentos de actina y es incapaz de inhibir la 
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interacción entre actina y miosina. La caldesmona es fosforilada por diversas 

cinasas, entre las cuales se encuentra una proteína cinasa activada por mitógenos 

(Huang et al., 2003). 
El influjo de Ca2+ a la célula de músculo liso vascular se da principalmente a través 

de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L (Figura 4). La despolarización 

de la célula de músculo liso induce la apertura de estos canales y en consecuencia el 

Ca2+ entra a la célula a través de ellos (Mironneau y Macrez-Leprêtre, 1995). La 

liberación del calcio intracelular almacenado, también puede estimular la entrada de 

Ca2+ extracelular a las células a través de los canales de Ca2+ operados por 

almacenamiento. Estos canales también permiten el influjo de Na+, lo cual induce la 

despolarización de la membrana y ayuda a la activación de los canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje para potenciar su efecto (Trepakova et al., 2001). También 

se ha encontrado, en las células de músculo liso vascular, la existencia de un tipo de 

canales que se conocen como canales catiónicos no selectivos, los cuales son 

permeables a iones monovalentes como el Na+, el K+ y probablemente el Ca2+. Estos 

canales de cationes no selectivos se activan por efecto de la endotelina-1, a través 

de los receptores ETA (Minowa et al., 1997). 
Además de la presencia de canales de calcio dependientes de voltaje tipo L y de 

los canales catiónicos no selectivos, existe una gran variedad de otros canales 

iónicos, localizados en la membrana plasmática, que contribuyen a regular el tono de 

las células del músculo liso vascular mediante el control del potencial de membrana 

(Figura 4). Entre estos canales iónicos se encuentran diversos tipos de canales de 

potasio, tales como: canales de K+ dependientes de Ca2+, canales de K+ de 

rectificación tardía, canales de K+ dependientes de ATP y canales de K+ de 

rectificación entrante. Se ha encontrado que la activación de estos canales produce 

hiperpolarización de las células de músculo liso arterial, lo cual dificulta la entrada de 

Ca2+ extracelular a través de los canales dependientes de voltaje, induciendo 

vasodilatación (Silva et al., 1994; Ren et al., 2003). Por otro lado, la apertura de los 

canales de Cl- activados por Ca2+ despolariza la membrana de las células de 

músculo liso vascular, esto a su vez induce el influjo de Ca2+ a través de los canales 

dependientes de voltaje tipo L, favoreciendo la contracción (Pacaud et al., 1991). 
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Figura 4. Representación esquemática de una célula de músculo liso con algunos 

canales iónicos implicados en la regulación de la contracción. Ver detalles en el 

texto. RAPG = receptores acoplados a proteínas G, NSC = canales catiónicos no 

selectivos, SOC = canales operados por almacenamiento. Ca2+
L =  canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje tipo L, K+
Ca = canales de K+ dependientes de calcio, K+

dr = 

canales de K+ de rectificación tardía, K+
ATP = canales de K+ dependientes de ATP, 

K+
ir = canales de K+ de rectificación entrante, Cl-Ca = canales de Cl- dependientes de 

calcio, IP3R = receptores de inositol trifosfato, RyR = receptores de ryanodina, 

SERCA = Ca2+-ATPasa de retículo sarcoplásmico-endoplásmico, RE = retículo 

endoplásmico.  Modificado de Bolotina, 2000. 
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Para poder explicar los mecanismos por medio de los cuales se da la liberación 

del Ca2+, almacenado en el retículo sarcoplásmico, es necesario explicar el papel que 

tienen los segundos mensajeros en la regulación de la contracción del músculo liso 

vascular. La unión de los diferentes ligandos a sus receptores de superficie celular 

causa un incremento, o disminución, de corta duración en las concentraciones de las 

moléculas señal intracelulares que reciben el nombre de segundos mensajeros. 

Estas moléculas tienen un bajo peso molecular e incluyen: 3’,5’-adenosina-

monofosfato cíclico (AMPc); 3’,5’-guanosina-monofosfato cíclico (GMPc); 1,2-

diacilglicerol (DAG); 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y distintos fosfolípidos de inositol. 

Todos estos segundos mensajeros juegan un papel importante en la regulación de la 

contracción muscular (Kamm y Stull, 1989). 

El IP3 y el DAG derivan del fosfatidilinositol (PI), un fosfolípido localizado en la 

membrana celular. El grupo inositol del PI, que se extiende hacia el interior del citosol 

adyacente a la membrana, se fosforila en distintas posiciones por acción de diversas 

cinasas, para producir distintos fosfoinosítidos anclados a la membrana. Éstos 

pueden escindirse por acción de la enzima asociada a la membrana denominada 

fosfolipasa C (PLC) para generar DAG, que permanece en la membrana, e inositoles 

fosforilados libres capaces de difundirse hacia el citosol (Berridge e Irvine, 1989). En 

las células de músculo liso vascular existen varios receptores que activan a la PLC, 

los cuales pertenecen a la familia de receptores de membrana acoplados a proteínas 

G. Ejemplos de estos receptores son: los receptores histaminérgicos H1 (Göthert et 

al., 1995), los receptores de vasopresina V1 (László et al., 1991), los receptores de 

endotelina ETA (Sokolovsky, 1995) y los receptores α adrenérgicos (Mironneau y 

Macrez-Leprêtre, 1995; Tognarini y Moulds, 1997). Gran parte de los receptores que 

activan a la PLC también activan a la enzima Rho cinasa, la cual puede fosforilar a la 

fosfatasa de la cadena ligera reguladora de miosina (MLCP) e inhibir su actividad 

(Kitazawa et al., 1991; Kimura et al., 1996). La Rho cinasa también activa de forma 

indirecta a la miosina, al fosforilar la cadena ligera reguladora (Noda et al., 1995). 

El DAG que se produce por acción de la PLC puede activar a la proteína cinasa C 

(PKC). La PKC se encuentra en el citosol bajo condiciones normales, pero bajo la 

influencia del calcio, ésta es traslocada a la membrana plasmática, en donde 



 

 

20

interacciona con el DAG y se activa. La activación de la PKC en distintas células 

produce un amplio espectro de respuestas celulares (Nishizuka, 1988). Por ejemplo, 

se ha identificado una nueva proteína en el músculo liso vascular, denominada CPI-

17, la cual al ser fosforilada por acción de la PKC inhibe a la MLCP, lo cual hace que 

la cadena ligera reguladora se mantenga fosforilada y no pueda ejercer su inhibición 

de la interacción entre actina y miosina (Li et al., 1998). También se ha encontrado 

que la PKC puede contribuir al mantenimiento de la contracción muscular a través de 

un mecanismo que involucra a la proteína cinasa activada por mitógenos, la cual 

fosforila a la caldesmona para inhibir su interacción con los filamentos de actina 

(Throckmorton et al., 1998; Huang et al., 2003). 

Uno de los inositoles fosforilados que se liberan por acción de la PLC es el IP3, el 

cual tiene sus receptores en el retículo sarcoplásmico. Los receptores de IP3 

funcionan como canales de Ca2+ y constituyen uno de los principales mecanismos 

para la liberación de Ca2+ intracelular. El acoplamiento entre el IP3 y sus receptores 

induce la apertura del canal, permitiendo la salida del calcio del retículo al citosol 

(Ehrlich y Watras, 1988). Hasta el momento se reconocen tres subtipos de 

receptores de IP3, predominando el subtipo 1 en el músculo liso vascular de ratas 

adultas (Tasker et al., 1999). Por otra parte, otro mecanismo para la liberación de 

Ca2+ intracelular está constituido por los receptores de ryanodina, que al igual que los 

receptores IP3, también funcionan como canales de Ca2+. Estos receptores reciben 

su nombre por su alta afinidad a la ryanodina, un alcaloide que tiene un efecto 

complejo sobre estos receptores. La ryanodina a dosis bajas (aproximadamente 1 

µM) induce la apertura de estos canales, mientras que a dosis altas (de 10 a 100 µM) 

bloquea los canales (Rohra et al., 2003). Al parecer, los receptores de ryanodina son 

modulados por el mensajero intracelular ADP-ribosa cíclico, el cual promueve la 

apertura de estos canales (Wang et al., 2004). 

El GMPc es un segundo mensajero sintetizado a partir de trifosfato de guanosina 

(GTP) por acción de la enzima guanilato ciclasa soluble, la cual es activada por el 

óxido nítrico que se sintetiza en las células endoteliales. El GMPc es capaz de inducir 

relajación del músculo liso debido a la activación de la proteína cinasa dependiente 

de GMPc (PKG) (Lohmann et al., 1997). La PKG bloquea o impide la contracción del 
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músculo liso mediante la fosforilación de residuos de serina o treonina de diversas 

proteínas (Lohmann et al., 1997). Además, la PKG puede reducir la concentración de 

calcio intracelular inhibiendo los canales de calcio dependientes de voltaje tipo L (Liu 

et al., 1997) y puede activar a otras dos proteínas, la bomba Ca2+-Mg2+ (Yoshida et 

al., 1992) y el intercambiador Na+-Ca2+ (Furukawa et al., 1991), ambos situados en la 

membrana celular. El control de la extrusión de Ca2+ de la célula a través del 

intercambiador Na+-Ca2+, a su vez, depende de dos efectos mediados por GMPc: 

depleción de Na+ intracelular por la activación de la bomba Na+-K+ (Tamaoki et al., 

1997) e hiperpolarización de la membrana celular a través de la activación de los 

canales de potasio dependientes de Ca2+ (Carrier et al., 1997). La PKG también 

reduce la concentración de calcio intracelular mediante el incremento en el 

almacenamiento de este ión en el retículo sarcoplásmico; esto lo hace activando la 

bomba de calcio localizada en la membrana del retículo sarcoplásmico 

(Andriantsitohaina et al., 1995), inhibiendo la producción de IP3 (Ruth et al., 1993) y 

bloqueando los receptores de éste, también localizados en la membrana del retículo 

sarcoplásmico (Komalavilas y Lincoln, 1996). Adicionalmente, la PKG también puede 

activar a la MLCP, mediante fosforilación (Lee y Kitazawa, 1997). 

El AMPc es un segundo mensajero que se sintetiza a partir de ATP por acción de 

la enzima adenilato ciclasa y ejerce sus efectos mediante la activación de la proteína 

cinasa dependiente de AMPc (PKA) (Krebs, 1972). La adenilato ciclasa es activada 

por receptores acoplados a proteínas G. Algunos de estos receptores que se 

encuentran en las células de músculo liso vascular son: los receptores 

histaminérgicos H2 (Göthert et al., 1995), los receptores de prostaciclina (Coleman et 

al., 1994) y los receptores β adrenérgicos (Nelson et al., 1990). El AMPc induce la 

relajación de las células de músculo liso a través de un decremento en la 

concentración de calcio intracelular mediante los mismos mecanismos que se 

mencionaron para el GMPc (Kamm y Stull, 1989; Nelson et al., 1990; Murthy y 

Markhlouf, 1995; Ruiz-Velasco et al., 1998). Además, varios estudios han 

demostrado que la PKA inactiva a la MLCK mediante fosforilación (Silver y Disalvo, 

1979; DeLanerolle et al., 1984). 
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2.2.2. Endotelio vascular 
 
A. Estructura y funciones del endotelio vascular 

El endotelio vascular está situado en una posición anatómica estratégica entre la 

sangre y el músculo liso vascular, formando una superficie transductora de señales 

con diferentes funciones que dependen del tipo de vaso en el que se encuentre. Una 

característica estructural de las células endoteliales es que también presentan 

uniones comunicantes. Estas uniones constituyen una comunicación metabólica y 

eléctrica directa entre las mismas células endoteliales y entre células endoteliales 

con células de músculo liso (Dejana et al., 1995). 

Entre las funciones del endotelio vascular se encuentran: la regulación de la 

proliferación de las células de músculo liso, la expresión de moléculas de adhesión 

para las células del sistema inmune y el mantenimiento del balance entre 

coagulación y fibrinólisis. Otra función importante del endotelio vascular es la 

regulación del tono de las células de músculo liso vascular. Las células endoteliales 

tienen la capacidad de liberar substancias que actúan directamente sobre las células 

de músculo liso vascular, induciendo vasoconstricción o vasodilatación (Moncada y 

Higgs, 1991). Para llevar a cabo estas funciones, las células de endotelio vascular 

cuentan con diversos canales iónicos a través de los cuales el Ca2+ puede entrar y 

desencadenar diferentes vías de señalización. Ejemplos de estos tipos de canales 

son: los canales catiónicos no selectivos y los canales operados por almacenamiento 

(NiIius y Droogmans, 2001). 

 

B. Factores vasodilatadores derivados del endotelio 
El óxido nítrico es un mensajero bioquímico que juega un papel importante en 

diversos procesos fisiológicos, tales como la neurotransmisión, la inhibición de la 

agregación de plaquetas, la respuesta inmune y la relajación del músculo liso 

(Murad, 1996). En las células de endotelio vascular, el óxido nítrico se produce por 

acción de la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS) endotelial (Figura 5). Esta enzima 

cataliza la conversión del aminoácido L-arginina en óxido nítrico y L-citrulina (Griffith 

y Stuehr, 1995). La NOS endotelial incrementa su actividad en respuesta a la unión 
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con el complejo Ca2+-calmodulina (Ca-M), de tal manera que un incremento en la 

concentración del Ca2+ citoplasmático induce un aumento en la producción de óxido 

nítrico. El óxido nítrico se difunde libremente a la célula de músculo liso e induce 

vasodilatación por activación de la enzima guanilato ciclasa soluble, que cataliza la 

conversión de GTP en GMPc (Stankevičius et al., 2003). 

La prostaciclina (PGI2) y la prostaglandina E2 son otras sustancias vasodilatadoras 

que se producen en las células de endotelio vascular. El efecto vasodilatador de 

estas sustancias se debe a su interacción con receptores específicos situados en la 

membrana de la célula de músculo liso vascular. Estos receptores están acoplados a 

proteínas G que activan a la adenilato ciclasa. Todas las prostaglandinas se 

sintetizan a partir del ácido araquidónico mediante la acción del complejo enzimático 

ciclooxigenasa-PGI2 sintetasa. El ácido araquidónico es un ácido graso que se 

produce a partir de lípidos membranales por acción de la fosfolipasa A2. Un 

incremento en la concentración de Ca2+ citosólico moviliza a la fosfolipasa A2 desde 

el citosol hasta los fosfolípidos membranales. Algunas sustancias activan a la 

fosfolipasa A2 al interactuar con receptores acoplados a proteínas G (Coleman et al., 

1994). Los receptores histaminérgicos H1 son un ejemplo de este tipo de receptores, 

cuya proteína G activa tanto a la fosfolipasa A2 como a la PLC (Göthert et al., 1995). 

El factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) produce una acción 

relajante muy importante sobre las células de músculo liso vascular. A pesar de que 

hasta el  momento no se conoce con certeza su identidad, se sabe que el EDHF 

induce relajación de las células de músculo liso por acción de concentraciones 

elevadas de acetilcolina y bradicinina (Stankevičius et al., 2003). 
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Figura 5. Representación esquemática que muestra los principales mecanismos de 

relajación muscular dependiente de endotelio vascular. Ver detalles en el texto. 

RAPG = receptores acoplados a proteínas G, COX = ciclooxigenasa, PGI2 = 

prostaciclina, AC = adenilato ciclasa, PLC = fosfolipasa C, PI = fosfatidil inositol, DAG 

= diacilglicerol, IP3 = inositol trifosfato, IP3R = receptores de inositol trifosfato, NSC = 

canales catiónicos no selectivos, SOC = canales operados por almacenamiento, Ca-

M = complejo Ca2+-calmodulina, NOS = óxido nítrico sintetasa, NO = óxido nítrico, 

GCs = guanilato ciclasa soluble, EDHF = factor hiperpolarizante derivado del 

endotelio. Modificado de Stankevičius et al., 2003. 
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C. Factores vasoconstrictores derivados del endotelio 
La endotelina-1 que se produce en las células de endotelio vascular es uno de los 

agentes vasoconstrictores más potentes. Su síntesis puede ser iniciada por efecto de 

la trombina, la interleucina-1, algunos factores liberados por trombocitos y la 

vasopresina. Se conocen solamente dos tipos de receptores para la endotelina-1: 

ETA y ETB, los cuales están acoplados a proteínas G. En la célula de músculo liso 

vascular, la endotelina-1 actúa sobre los receptores ETA. Los mecanismos por medio 

de los cuales operan estos receptores bajo la estimulación con endotelina-1 aún no 

son claros, hasta el momento se sabe que activan a la PLC y a los canales de 

cationes no selectivos (Miwa et al., 1999). Por otro lado, los receptores ETB 

presentes en las células de endotelio vascular inducen la producción de óxido nítrico 

(Liu et al., 2003). 

Además de la endotelina, las células de endotelio vascular producen otros agentes 

vasoconstrictores. Bajo situaciones de hipoxia se induce vasoconstricción debido a 

un aumento de los radicales libres (tanto aniones O2
- como hidroxilo). Estos radicales 

inducen de manera indirecta la vasoconstricción mediante la inactivación por 

oxidación del óxido nítrico (Shimizu et al., 1994). Las células de endotelio vascular 

producen también algunas  prostaglandinas con efecto vasoconstrictor. Por ejemplo, 

la prostaglandina H2 y el tromboxano A2 se unen a sus respectivos receptores en las 

células de músculo liso vascular e inducen vasoconstricción mediante mecanismos 

que involucran a la PLC (Coleman et al., 1994). 
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III. HIPÓTESIS 

 

El extracto crudo de Millepora complanata contiene toxinas de naturaleza proteica 

capaces de modificar el tono del músculo liso arterial y hemolisinas. 
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IV. OBJETIVOS 
 
General 
 

Purificar las principales toxinas presentes en el extracto crudo de M. complanata, 

mediante métodos cromatográficos y caracterizar, de manera preliminar, sus 

mecanismos de acción. 

 

Particulares 
 

1. Evaluar la actividad del extracto crudo de M. complanata sobre el tono del músculo 

liso arterial y caracterizar su mecanismo de acción de manera preliminar. 

 

2. Evaluar la actividad hemolítica del extracto crudo de M. complanata con la 

finalidad de encontrar citolisinas. 

 

3. Realizar un fraccionamiento biodirigido del extracto crudo de M. complanata, con 

el objeto de aislar las toxinas responsables de la actividad hemolítica y la actividad 

sobre el tono del músculo liso arterial. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS 
 

5.1. Recolección del hidrocoral y preparación del extracto crudo  

 
Se recolectaron fragmentos de M. complanata mediante inmersiones de buceo, a 

profundidades de 1 a 10 m, en arrecifes de coral situados a lo largo de las costas de 

Cancún y Cozumel, Quintana Roo, México. Los fragmentos recolectados se 

congelaron y almacenaron en hielo seco para ser transportados al laboratorio donde 

se preparó el extracto. 

La descarga de los nematocistos del hidrocoral se indujo mediante agitación en 

agua desionizada (pH 7) durante 18 h a 4°C. El extracto resultante, se centrifugó a 

3,000 rpm (2,060 x g) durante 15 min a 4°C y al sobrenadante obtenido se le 

determinó la concentración de proteínas totales por el método de Bradford (Bradford, 

1976). Posteriormente, el sobrenadante se liofilizó y se almacenó a -20°C. Este 

sobrenadante se consideró como el extracto crudo. 

 

5.2. Bioensayos 
 
5.2.1. Ensayo de aorta aislada de rata 
 

Se emplearon ratas machos de la cepa Wistar con un peso comprendido entre 275 

y 325 g, las cuales se anestesiaron con cloroformo y posteriormente se sacrificaron 

por decapitación. Se extrajo la aorta torácica descendiente y se colocó en una caja 

de Petri que contenía una solución oxigenada de Krebs-Henseleit, en baño de hielo, 

con la siguiente composición: 126.8 mM NaCl, 5.9 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.2 mM 

MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 30 mM NaHCO3 y 5 mM D-glucosa (pH 7.4). 

Inmediatamente después, se lavó el interior de la aorta con solución de Krebs-

Henseleit para evitar coagulación intravascular. La aorta aislada se limpió 

cuidadosamente para eliminar los tejidos adiposo y conectivo y se cortaron 

segmentos de 4 a 5 mm de longitud. Los segmentos de aorta se montaron entre 

ganchos de acero inoxidable que se suspendieron en cámaras de tejido aislado de 7 
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ml que contenían solución de Krebs-Henseleit gasificada constantemente con  una 

mezcla de 95% O2 y 5% CO2. Los tejidos se estabilizaron durante 60 min bajo una 

tensión de 1.5 g a 37°C. Durante este período el medio del baño se cambió cada 15 

min. Después del ajuste final a la tensión basal de 1.5 g, los segmentos de aorta se 

contrajeron con 100 mM KCl para sensibilizar el tejido. Una vez estable la 

contracción con el KCl, el medio del baño se cambió hasta recuperar la tensión basal 

de 1.5 g. Después de reestablecer la tensión basal, los tejidos se contrajeron con 1 

µM fenilefrina, se registró el grado de contracción a los 15 min y se tomó este valor 

como estándar. Una vez registrada la contracción con fenilefrina, el medio del baño 

se lavó nuevamente para recuperar la tensión basal y entonces se agregó la 

sustancia a evaluar. Los cambios en la tensión isométrica se midieron con 

transductores de fuerza (Grass, Modelo FT03) acoplados a un polígrafo de cuatro 

canales de registro (Grass, Modelo 7D). El efecto vasoconstrictor se expresó como el 

porcentaje de la contracción inicial inducida por la fenilefrina. 
 

A. Caracterización preliminar del efecto vasoconstrictor del extracto 
Se realizaron experimentos, mediante el ensayo de aorta aislada de rata, para 

obtener información acerca del mecanismo por el cual el extracto crudo de M. 

complanata podría estar ejerciendo su efecto vasoconstrictor. Los experimentos con 

segmentos de aorta libres de endotelio se realizaron haciendo fluir previamente por 

el interior de la aorta 1 ml de solución salina con 0.2% de ácido desoxicólico para 

eliminar la capa de células endoteliales. La ausencia de endotelio se comprobó 

rutinariamente mediante la aplicación de 1 µM de acetilcolina. La obtención de una 

respuesta relajante menor al 5% sobre la contracción inducida por fenilefrina (1 µM) 

se consideró como ausencia de endotelio. 
La influencia del calcio extracelular sobre el efecto vasoconstrictor inducido por el 

extracto crudo de M. complanata se evaluó mediante dos tipos diferentes de 

experimentos. En el primer caso, se evaluó la susceptibilidad del efecto 

vasoconstrictor del extracto a dos bloqueadores de canales de calcio dependientes 

de voltaje tipo L: nifedipina (1 µM) y verapamil (1 µM). En este caso, los segmentos 

de aorta se incubaron durante 5 min en presencia de los bloqueadores antes de 
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adicionar el extracto. En el segundo caso, se evaluó el efecto del extracto en un 

medio libre de calcio. La influencia del calcio intracelular sobre el efecto 

vasoconstrictor inducido por el extracto crudo de M. complanata, se determinó 

mediante la evaluación de este efecto sobre segmentos de aorta tratados durante 5 

min con cafeína (10 mM) y ryanodina (10 µM). 
 
5.2.2. Ensayo hemolítico 
 

El efecto hemolítico del extracto crudo de M. complanata y sus fracciones se 

evaluó de la siguiente manera: se lavaron eritrocitos de sangre fresca de rata (275 - 

325 g) varias veces en una solución de Alsever (pH de 6 a 6.5; 120 mM D-glucosa, 

30 mM citrato de sodio, 7 mM NaCl y 2 mM ácido cítrico). Posteriormente, se 

tomaron alícuotas de 50 µl de una suspensión de eritrocitos al 1% en solución 

amortiguadora de Alsever y la cantidad requerida de muestra a evaluar. Los tubos se 

llevaron a un volumen de 1 ml con solución de Alsever. Las muestras así preparadas 

se incubaron durante 30 min a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubación, la 

mezcla se centrifugó a 2,500 rpm (1,430 x g) durante 4 min a 4°C  y el resultado de la 

hemólisis se evaluó mediante la liberación de hemoglobina, haciendo lecturas en un 

espectrofotómetro (Lambda Bio, Perkin Elmer Co.) a una longitud de onda de 415 

nm. El efecto hemolítico se expresó como el porcentaje de hemoglobina liberada 

comparado con la hemoglobina presente en la hemólisis total producida por la 

suspensión de las muestras de eritrocitos en agua desionizada en lugar de la 

solución de Alsever. Una unidad hemolítica media (UH50) se definió como la cantidad 

de proteína requerida para producir un 50% de hemólisis. 

 
A. Pruebas de inhibición del efecto hemolítico del extracto 

Las pruebas de inhibición de la hemólisis inducida por el extracto crudo de M. 

complanata se realizaron determinando la actividad hemolítica del extracto, a una 

concentración similar a la UH50, después de incubarlo en presencia de algunos 

agentes capaces de inhibir este tipo de actividad. 
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Se determinó la inhibición de la hemólisis inducida por el extracto en presencia de 

colesterol. Esta determinación se realizó después de incubar el extracto con el 

colesterol a concentraciones de 50 y 100 µg/ml en la solución de Alsever durante 30 

min a 4°C. También, se determinó la inhibición del efecto hemolítico del extracto en 

presencia del compuesto bromuro de p-bromofenancilo (BPB), un inhibidor de 

fosfolipasa A2. Esta determinación se realizó después de incubar el extracto con el 

inhibidor a concentraciones de 0.3, 1.0 y 3.3 mM en la solución de Alsever durante 

22 h a 4°C. Tanto el colesterol como el inhibidor de fosfolipasa A2 se disolvieron en 

etanol, de manera que la concentración final de éste en la solución de Alsever fue de 

5%, concentración a la cual el etanol no produce hemólisis. Además, se evaluó como 

control el efecto del extracto solo, bajo las mismas condiciones de incubación, en 

presencia de etanol a esa concentración. 

 
B. Efecto hemolítico del extracto en presencia de cationes divalentes 

El efecto hemolítico inducido por el extracto crudo de M. complanata en presencia 

de Ca2+ o Mg2+ se determinó evaluando la actividad hemolítica de una concentración 

constante de extracto, similar a la UH50, en presencia de diferentes concentraciones 

de CaCl2 o de MgCl2 (2.5, 5.0, 7.5 y 10 mM) en la solución de Alsever. De manera 

adicional, se evaluó como control la posible actividad hemolítica de estas 

concentraciones de CaCl2 y de MgCl2 en ausencia del extracto. 

  

5.2.3. Cálculos y análisis estadísticos 
 

Los resultados fueron expresados como la media ± S.D. con n de 4 a 7 

experimentos. Las comparaciones entre dos poblaciones se realizaron mediante un 

análisis t de student no pareado de dos colas. Las comparaciones entre las 

diferentes concentraciones de las curvas concentración-respuesta se realizaron 

mediante un análisis de varianza de dos vías seguidas (un valor de p < 0.05 fue 

tomado como indicador de significancia). Para calcular la CE50 se realizó un ajuste no 

lineal mediante la ecuación de Boltzmann. 
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5.3. Fraccionamiento cromatográfico del extracto crudo de M. complanata 

 

El fraccionamiento inicial del extracto se realizó mediante cromatografía de 

líquidos de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa. Utilizando un equipo Varian 

Prostar con una columna semipreparativa C4 (YMC-Pack, 10 X 250 mm; 5 µm de 

diámetro de partícula; 300 Å de tamaño de poro) equipada con una precolumna C4 

(YMC-Pack, 10 X 4.6 mm; 5 µm de diámetro de partícula; 300 Å de tamaño de poro) 

y un filtro (Alltech; 28689; 4 m, 2 µm de tamaño de poro). El volumen de cada 

inyección fue de 5 ml a una concentración de 200 µg de proteína/ml. El flujo fue de 

2.5 ml/min con un gradiente de 100 % de A a 100 % de B en 40 min, donde: (A) 0.1% 

de ácido trifluoroacético (TFA) en agua y (B) 0.085% TFA en 90% de acetonitrilo. Se 

registró la absorción a 206 nm mediante un detector de UV/Vis. Se determinó la 

concentración de proteína de cada una de las fracciones obtenidas mediante el 

método de Bradford. 

 

5.4. Electroforesis en gel 
 

Se realizaron análisis electroforéticos en gel de poliacrilamina-dodecilsulfato de 

sodio (SDS-PAGE) bajo condiciones reductoras, utilizando métodos convencionales 

previamente descritos (Schägger y Von-Jagow, 1987), para determinar la 

complejidad de las fracciones bioactivas del extracto de M. complanata y determinar 

el peso molecular de los principales componentes de las fracciones bioactivas. Se 

corrieron las muestras en cantidades de 0.3 a 0.4 µg de proteína en geles 

discontinuos de 10-16% a 90 V durante 3 h a 4°C, utilizando tris-glicina como 

amortiguador. Las bandas de proteína se observaron mediante una doble tinción de 

plata y Coomassie. Los pesos moleculares relativos se determinaron comparando las 

bandas con estándares de amplio espectro (Bio-Rad, catálogo # 161-0373) y 

estándares de polipéptidos (Bio-Rad, catálogo # 161-0326). 
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5.5. Materiales 
 

La fenilefrina, la nifedipina, el verapamil, la cafeína, la ryanodina, la acetilcolina, el 

BPB y la ionomicina se obtuvieron de Sigma. Todas las sales y otros reactivos y 

solventes se obtuvieron de J.T. Baker o Sigma. Para el ensayo de aorta aislada de 

rata, la nifedipina y la ionomicina se prepararon inicialmente como una solución 

concentrada en dimetilsulfóxido (DMSO), posteriormente se diluyeron en agua 

desionizada. El DMSO se utilizó a una concentración no mayor a 0.2% en este 

bioensayo. Tanto la fenilefrina, la acetilcolina, el verapamil y la ryanodina se 

disolvieron en agua desionizada. La solución de Krebs-Henseleit libre de calcio se 

preparó sustituyendo el Ca2+ por Mg2+ en presencia de 1.2 mM de EDTA. La solución 

de cafeína (10 mM) se realizó disolviendo la cantidad requerida de cafeína en 

solución de Krebs-Henseleit precalentada (37°C) antes de usarse. Los tejidos se 

trataron con cafeína mediante un cambio de la solución de Krebs-Henseleit. Para el 

ensayo hemolítico, el BPB y la ionomicina se disolvieron en etanol. La concentración 

de etanol utilizada en el ensayo hemolítico fue de 5% (v/v). 
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VI. RESULTADOS 
 
6.1. Preparación del extracto crudo de M. complanata 

 

Los fragmentos de M. complanata que se emplearon en la preparación del 

extracto crudo para este estudio fueron recolectados en mayo del 2003. Para la 

preparación del extracto crudo se utilizaron 4.912 kg (peso húmedo) del hidrocoral, 

mismos que se sometieron a agitación en  6 L de agua desionizada durante 18 h a 

4°C. Con esto se obtuvieron 31 g de extracto crudo liofilizado, la determinación de 

proteínas totales mediante el método de Bradford indicó que cada gramo de extracto 

crudo equivale a 21.53 mg de proteína. 

 

6.2. Bioensayos 
   

6.2.1. Efecto del extracto crudo de M. complanata sobre el tono del músculo 
liso arterial 
 

Se evaluó el efecto del extracto crudo de M. complanata  sobre segmentos de 

aorta de rata a concentraciones de 0.1, 0.316, 1, 3.16, 10, 31.6, 100 y 316 µg de 

proteína/ml. Se construyó la curva concentración-respuesta y se encontró que el 

extracto indujo una contracción sostenida, dependiente de la concentración, de los 

segmentos de aorta de rata. El efecto del extracto se comparó con el de otros 

compuestos vasoconstrictores: la cantidad de proteína, presente en el extracto de M. 

complanata, necesaria para inducir el 50 % de su efecto máximo (CE50 = 22.4 ± 1.14 

µg de proteína/ml) fue similar a la CE50 de la ionomicina (CE50 = 22.2 ± 1.2 µg/ml) y 

fue aproximadamente 1,700 veces menor que la CE50 de la fenilefrina (CE50 = 0.0126 

± 1.4 µg/ml). 

Al evaluar el extracto de M. complanata en segmentos de aorta libres de endotelio, 

se observó un ligero desplazamiento de la curva concentración-respuesta del 

extracto hacia la izquierda que no fue significativo (CE50 = 8.7 ± 1.3 µg/ml). Un 

comportamiento similar se observó en el caso de la ionomicina (CE50 = 3.0 ± 1.7 
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µg/ml). Estos resultados sugieren que los compuestos responsables del efecto 

vasoconstrictor inducido por el extracto de M. complanata están actuando 

directamente sobre las células de músculo liso vascular. Las gráficas de estos 

resultados se muestran en la Figura 6. Todos los siguientes experimentos se 

realizaron sobre segmentos de aorta intactos. 

 

 

Cuadro 1. CE50 calculada para el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto 

crudo de M. complanata y por la ionomicina sobre segmentos de aorta intactos y 

libres de endotelio. *La concentración del extracto está expresada en µg de 

proteína/ml. 

 

CE50 (µg/ml)  

Con endotelio Sin endotelio 

M. complanata* 22.38 ± 1.14 8.76 ± 1.28 

Ionomicina 22.18 ± 1.20 2.98 ± 1.71 

 

 

Con la finalidad de obtener información sobre la naturaleza de las sustancias 

responsables del efecto del extracto sobre el tono del músculo liso arterial, se 

comparó el porcentaje de respuesta del extracto a una concentración de 31.6 µg de 

proteína/ml con la respuesta obtenida con la misma concentración de extracto 

después de incubarlo en un baño de agua a ebullición durante 20 min. Los resultados 

de este experimento indicaron que el efecto vasoconstrictor del extracto se elimina 

después de someterlo a ebullición (Figura 7), lo cual sugiere que los compuestos 

responsables de este efecto son de naturaleza proteica. 
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Figura 6. Curvas concentración-respuesta del efecto vasoconstrictor de la fenilefrina, 

la ionomicina y el extracto crudo de M. complanata. Los símbolos blancos indican la 

ausencia del endotelio para la ionomicina y el extracto. 
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Figura 7. Efecto del extracto de M. complanata sobre el tono vascular, a una 

concentración de 31.6 µg de proteína/ml. A. Efecto del extracto intacto comparado 

con el efecto de la fenilefrina (1 µM) sobre el mismo tejido. B. Efecto del extracto 

sometido a ebullición comparado con el efecto de la fenilefrina (1 µM) sobre el mismo 

tejido. 
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A. Caracterización preliminar del efecto vasoconstrictor inducido por el 
extracto crudo de M. complanata 

Con la finalidad de conocer si el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto 

depende del calcio extracelular, se realizaron experimentos en los que se incubaron 

los tejidos durante 5 min con nifedipina (1 µM) o verapamil (1 µM), bloqueadores de 

canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L, antes de agregar el extracto crudo de 

M. complanata. En estos experimentos no se observó ninguna disminución 

significativa en el efecto vasoconstrictor del extracto, excepto a la concentración de 

100 µg de proteína/ml, en la que si fue observada una disminución significativa del 

efecto vasoconstrictor (Figura 8 A). Cuando se evaluó el efecto del extracto de M. 

complanata en ausencia de Ca2+ extracelular la curva concentración-respuesta del 

extracto se desplazó hacia la derecha, presentando una disminución significativa de 

la respuesta a las concentraciones de 31.6 y 100 µg de proteína/ml (Figura 8 B). 

Estos resultados indican que el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto de M. 

complanata no depende exclusivamente de la entrada de Ca2+ extracelular. 

Para determinar la contribución de la liberación de Ca2+ de los almacenes 

intracelulares sensibles a ryanodina sobre el efecto vasoconstrictor producido por M. 

complanta, se realizó un experimento en el que se bloqueó la función de liberación 

del Ca2+ del retículo sarcoplásmico siguiendo el método empleado por Rohra et al. 

(2003). De acuerdo con el método empleado por estos investigadores, se evaluó el 

efecto del extracto de M. complanta sobre segmentos de aorta previamente 

incubados durante 5 min con ryanodina (10 µM) y cafeína (10 mM). En este 

experimento se observó una disminución significativa del efecto vasoconstrictor del 

extracto de M. complanata a las concentraciones de 31.6, 100 y 316 µg de 

proteína/ml (Figura 9), lo cual indicó que el efecto vasoconstrictor inducido por el 

extracto de M. complanata involucra tanto la entrada de Ca2+ extracelular a la célula 

como la liberación de este ión de los almacenes intracelulares. 
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Figura 8. Curvas concentración-respuesta del efecto vasoconstrictor del extracto 

crudo de M. complanata en presencia de bloqueadores de canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje tipo L y en un medio libre de calcio. A. Efecto del extracto en 

presencia de nifedipina y de verapamil. B. Efecto del extracto en medio libre de Ca2+. 

*Presentaron diferencias significativas a esa concentración mediante un análisis de 

varianza de dos vías (p <0.05). 
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Figura 9. Curva concentración-respuesta del efecto vasoconstrictor del extracto 

crudo de M. complanata en presencia de cafeína (10 mM) y ryanodina (10 µM). 

*Presentaron diferencias significativas a esa concentración mediante un análisis de 

varianza de dos vías (p <0.05). 
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6.2.2. Efecto hemolítico del extracto crudo de M. complanata 

 

Se evaluó el efecto hemolítico del extracto crudo de M. complanata sobre 

eritrocitos de rata a concentraciones de 0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6, 2.0, 3.2, 6.4 y 10 µg de 

proteína/ml. Se construyó la curva concentración-respuesta y se encontró que el 

extracto indujo un efecto hemolítico dependiente de la concentración. El extracto 

presentó un 100% de hemólisis a la concentración de 6.4 µg de proteína/ml. El efecto 

hemolítico del extracto se comparó con el efecto hemolítico de la ionomicina y se 

encontró que el extracto crudo de M. complanata es aproximadamente 47 veces más 

potente que la ionomicina. La UH50 del extracto fue de 1.64 ± 1.04 µg de proteína/ml, 

mientras que la UH50 de la ionomicina fue de 77.8 ± 1.03 µg/ml (Figura 10). Además, 

la incubación del extracto crudo de M. complanata en un baño de agua a ebullición 

durante 20 min inhibió completamente la actividad hemolítica del extracto. Esto 

sugiere que los compuestos responsables del efecto hemolítico inducido por el 

extracto de M. complanata también son de naturaleza proteica.  
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Figura 10. Curva concentración-respuesta que muestra el efecto hemolítico del 

extracto crudo de M. complanata sobre eritrocitos de rata. 
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A. Pruebas de Inhibición del efecto hemolítico del extracto 

Considerando que la actividad hemolítica de los extractos de otras especies del 

género Millepora disminuye significativamente en presencia de lípidos membranales, 

principalmente el colesterol (Radwan, 2002), se evaluó el efecto hemolítico del 

extracto de M. complanata a una concentración de 1.8 µg de proteína/ml, después de 

incubarlo durante 30 min a 4°C en presencia de colesterol. Los resultados de este 

experimento indicaron que la actividad hemolítica del extracto disminuyó alrededor 

de un 22%, cuando se incubó en presencia colesterol a una concentración de 50 

µg/ml, mientras que después de incubarlo a una concentración de 100 µg/ml el efecto 

hemolítico del extracto se redujo alrededor de un 35% (Figura 11). El colesterol por sí 

solo, a estas concentraciones, no presentó actividad hemolítica.  

Para determinar si el efecto hemolítico del extracto es producido por una enzima 

con actividad de fosfolipasa A2 presente en el extracto de M. complanata, se evaluó 

el efecto hemolítico del extracto, a una concentración de 1.8 µg de proteína/ml, 

después de incubarlo durante 22 h a 4°C en presencia de BPB, un inhibidor de 

fosfolipasas A2. Los resultados obtenidos con este experimento indicaron que la 

actividad hemolítica del extracto disminuyó significativamente, después de incubarlo 

en presencia de BPB, a concentraciones de 0.33, 1.0 y 3.3 mM (Figura 12). Es 

importante mencionar que el BPB a la concentración de 3.3 mM no se disolvió 

completamente, ya que una fracción del BPB se precipitó en la solución de Alsever al 

ser agregado disuelto en los 50 µl de etanol. Estos resultados sugieren que las 

hemolisinas presentes en el extracto de M. complanata pudieran ser enzimas con 

actividad de fosfolipasa A2, similares a las hemolisinas producidas por otros 

hidrocorales. 
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Figura 11. Actividad hemolítica del extracto crudo de M. complanata a una 

concentración de 1.8 µg de proteína/ml, después de someterlo a incubación con 

colesterol por 30 min a 4°C. *Presentaron diferencias significativas al compararlo con 

el extracto solo (p <0.05). 
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Figura 12. Efecto del bromuro de p-bromofenancilo, un inhibidor de fosfolipasa A2, 

sobre la actividad hemolítica del extracto crudo de M. complanata a una 

concentración de 1.8 µg/ml. El extracto se incubó a 4°C durante 22 h antes de 

realizar el ensayo hemolítico. *Presentaron diferencias significativas al compararlo 

con el efecto del extracto con etanol (p <0.05). 
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B. Efecto hemolítico del extracto en presencia de cationes divalentes 
Al evaluar el efecto hemolítico del extracto crudo de M. complanata, a una 

concentración de 1.8 µg de proteína/ml, en presencia de diferentes concentraciones 

de CaCl2, se observó un aumento significativo de la actividad hemolítica del extracto 

en todas las concentraciones (Figura 13). Por otra parte, al evaluar el efecto 

hemolítico del extracto en presencia de diferentes concentraciones de MgCl2 se 

observó un aumento significativo sólo a la concentración de 10 mM (Figura 14). 

Estos resultados indican que en el extracto de M. complanata se encuentran 

presentes hemolisinas, posiblemente proteínas con actividad de fosfolipasa A2, que 

requieren de cationes divalentes para presentar su actividad óptima. 
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Figura 13. Actividad hemolítica del extracto crudo de M. complanata a una 

concentración de 1.8 µg de proteína/ml, en presencia de CaCl2. Las barras negras 

indican el efecto del CaCl2 sobre los eritrocitos en ausencia del extracto. 

*Presentaron diferencias significativas al compararlo con el extracto en ausencia de 

calcio (p <0.05). 
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Figura 14. Actividad hemolítica del extracto crudo de M. complanata a una 

concentración de 1.8 µg de proteína/ml, en presencia de MgCl2. Las barras grises 

indican el efecto del MgCl2 sobre los eritrocitos en ausencia del extracto. 

*Presentaron diferencias significativas al compararlo con el extracto en ausencia de 

magnesio (p <0.05). 
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6.3. Fraccionamiento cromatográfico del extracto crudo de M. complanata 

 
A partir del fraccionamiento primario del extracto de M. complanata, mediante 

cromatografía en fase reversa, se obtuvieron 19 fracciones (F1-F19). El perfil 

cromatográfico se muestra en la Figura 15; los tiempos de retención en los que se 

recolectó cada fracción se muestran en el Cuadro 2. 

La determinación del efecto hemolítico de cada una de estas fracciones (0.2 

µg/ml), excepto las fracciones 6 y 9 cuyos rendimientos fueron muy bajos, mostró 

que solamente la fracción 4 presentaba un alto porcentaje de actividad hemolítica 

sobre los eritrocitos de rata (Figura 16). De manera adicional, la determinación de la 

actividad vasoconstrictora de las 19 fracciones (0.0286 µg/ml) sobre segmentos de 

aorta aislados de rata, indicó que las fracciones 6, 8, 9 y 11 (F6, F8, F9 y F11) 

presentaron un efecto vasoconstrictor importante (Figura 16). La actividad 

vasoconstrictora de las fracciones presentes en mayor cantidad fue evaluada a 

concentraciones mayores (Cuadro 3). F6, F8 y F9 indujeron una contracción 

transitoria en los segmentos de aorta de rata, mientras que F11 presentó una 

contracción permanente (Figura 17). Estos resultados suguieren que los compuestos 

responsables de la actividad hemolítica del extracto de M. complanata son diferentes 

a los compuestos responsables del efecto vasoconstrictor del mismo extracto. 
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Cuadro 2. Tiempos de retención, cantidad de proteína∗ y efecto hemolítico que 

presentan las fracciones cromatográficas obtenidas del extracto crudo de M. 

complanta. 

 

Fracción Tiempos de 

retención (min) 

Cantidad de proteína 

(µg) 

% de hemólisis 

(0.2 µg/ml) 

F1 5.63 – 7.04 0.00 0.00 

F2 7.05 – 8.16 0.00 0.00 

F3 8.17 – 8.70 3.14 4.42 

F4 9.75 – 10.86 0.78 58.49 

F5 10.87 – 12.28 2.52 1.83 

F6 12.29 – 13.00 0.46 - 

F7 13.01 – 13.78 0.91 2.62 

F8 13.79 – 15.08 4.12 2.05 

F9 15.09 – 16.60 0.58 - 

F10 16.61 – 17.99 1.46 3.43 

F11 18.00 – 19.77 4.15 0.51 

F12 20.58 – 21.81 3.60 2.45 

F13 24.41 – 26.42 8.25 1.16 

F14 26.43 – 27.92 2.63 0.95 

F15 29.48 – 30.01 5.97 1.43 

F16 30.67 – 31.68 7.16 1.60 

F17 32.40 – 34.55 99.36 3.20 

F18 35.00 – 35.46 37.65 1.63 

F19 37.50 – 38.73 69.44 2.85 

Resto 39.00 – 65.00 6324.67 0.00 

TOTAL  6576.85  

 

                                                 
∗ La cantidad inicial de proteína contenida en el extracto crudo fue de 8849 µg. 

U I I LJ LJ 
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Cuadro 3. Efecto contráctil∗ inducido por las fracciones cromatográficas obtenidas 

del extrato crudo de M. complanata sobre segmentos de aorta aislados de rata. 

 

Concentración (µg/ml) Fracción 

0.0286 0.0571 0.0857 0.1141 0.1428 0.7714 
F1 0% -     

F2 0%      

F3 0% 0% 0% - - - 

F4 2% - - - - - 

F5 0% 0% 0% - - - 

F6 22.2% - - - - - 

F7 5% 6% - - - - 

F8 50% - - - - - 

F9 35.7% - - - - - 

F10 5% 6% 6% - - - 

F11 7.6% 30.8% 30.1% - - - 

F12 0% 0% 0% - - - 

F13 0% 0% 0% 0% 0% - 

F14 0% 0% 0% - - - 

F15 0% 0% 8.3% 8.3% - - 

F16 0% 0% 0% 0% - - 

F17 0% 0% - - - 0% 

F18 0% 0% 0% 0% - - 

F19 0% 0% - - - 0% 

Resto 0% 0% 0% 0% 0% 0% 

 
 
 

                                                 
∗ El efecto contráctil está expresado como el porcentaje de la contracción inducida por 1 µM de 
fenilefrina. 

U I I 

U LJ 
U I I 

U LJ I J I J 
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Figura 16. Efecto hemolítico (0.2 µg/ml) y vasocontrictor (0.0286 µg/ml) de las 

fracciones del extracto crudo de M. complanata. Debido al bajo rendimiento de las 

fracciones 6 y 9 no fue posible determinar su actividad hemolítica. 
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Figura 17. Efecto de F6, F8 y F11 sobre el tono vascular. A. Efecto de F6 a una 

concentración de 0.0286 µg de proteína/ml, comparado con el efecto de la fenilefrina 

(1 µM) sobre el mismo tejido. B. Efecto de F8 a una concentración de 0.0286 µg de 

proteína/ml, comparado con el efecto de la fenilefrina (1 µM) sobre el mismo tejido. 

C. Efecto de F11 a concentraciones acumulativas de 0.0286, 0.057 y 0.0857 µg de 

proteína/ml, comparado con el efecto de la fenilefrina (1 µM) sobre el mismo tejido. 
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6.4. Electroforesis en gel 
 

La separación de F4, F8 y F11, a concentraciones de 0.3 a 0.4 µg de proteína, por 

electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostró que en la fracción 

hemolítica F4 se encuentra una banda mayoritaria de aproximadamente 30 kDa. 

Además, la SDS-PAGE de las fracciones vasoconstrictoras F8 y F11 indicó la 

presencia de una banda mayoritaria de alrededor de 15 kDa en F8 y de una banda 

mayoritaria de aproximadamente 17 kDa en F11 (Figura 18). En el caso de F6 y F9,  

no se realizó el análisis por electroforesis debido a su escaso rendimiento. 

 

 
 

 

Figura 18. Electroforesis en gel de poliacrilamida del extracto crudo de M. 

complanata (Ext), F4, F8 y F11. Las bandas se observaron con doble tinción: AgNO3 

y azul de Coomassie.  
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VII. DISCUSIÓN 
 

Los hidrocorales del género Millepora son ampliamente conocidos por su 

capacidad de producir quemaduras en la piel de humanos que entran en contacto 

con ellos. En estudios previos dirigidos al aislamiento y purificación de los 

componentes tóxicos de estos organismos, se ha reportado que sus extractos son 

letales en ratones y que además, presentan actividad hemolítica y dermonecrótica. 

En esos estudios se sugirió que posiblemente una sola hemolisina era la encargada 

de inducir estos efectos, ya que éstos se concentraban en una fracción proteica al 

momento de su purificación mediante métodos cromatográficos (Middlebrook et al., 

1971; Wittle et al., 1971; Wittle et al., 1974; Radwan, 2002). En un estudio posterior 

se reportó la presencia de una proteína de 32.5 kDa con actividad de fosfolipasa A2 

en un extracto de M. platyphylla. Esta proteína, que se denominó Milleporina-1, 

mostró una contribución significativa al efecto hemolítico inducido por el extracto total 

(Radwan y Aboul-Dahab, 2004). También se reportó que el extracto crudo de M. 

complanata contiene proteínas que estimulan la contractilidad del músculo liso de 

íleon aislado de cobayo (Rojas et al., 2002). Los estudios que hasta el momento se 

han realizado sobre organismos del género Millepora sugieren que estos organismos 

tienen la capacidad de producir hemolisinas y compuestos bioactivos que actúan 

sobre células de músculo liso. Considerando estas evidencias, se planteó el presente 

estudio que tuvo como finalidad obtener los principales componentes tóxicos del 

extracto crudo de M. complanata. En primer término, se evaluó el efecto hemolítico 

de este extracto y su actividad sobre el tono del músculo liso arterial y en segundo 

término, se realizó la purificación de las toxinas responsables de los efectos 

observados. 

En este estudio, se encontró que el extracto crudo de M. complanata indujo una 

contracción sostenida, dependiente de la concentración, sobre segmentos de aorta 

aislados de rata. Considerando que gran parte de las toxinas que se han encontrado 

en organismos pertenecientes a las diferentes clases del phylum Cnidaria son 

proteínas termolábiles, cuya actividad biológica no resiste temperaturas arriba de 

60°C (Grotendorst y Hessinger, 2000; Oliveira et al., 2004), se decidió realizar un 
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experimento para comprobar si los compuestos responsables del efecto 

vasoconstrictor inducido por el extracto de M. complanata son de naturaleza proteica. 

En este experimento, se incubó el extracto en un baño de agua a ebullición para 

inducir la desnaturalización de su contenido proteico. Una vez incubado el extracto, 

se evaluó su actividad sobre el tono del músculo liso arterial. De esta manera, se 

observó que el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto se pierde después de 

someterlo a este tratamiento. Estos resultados apoyan la idea de que los compuestos 

responsables del efecto vasoconstrictor inducido por el extracto de M. complanata 

son de naturaleza proteica. 

Al evaluar el efecto vasoconstrictor del extracto de M. complanata sobre 

segmentos de aorta libres de endotelio se observó que la curva concentración-

respuesta del extracto no se modificó de manera significativa. Esto indicó que el 

efecto vasoconstrictor inducido por el extracto de M. complanata se debe 

principalmente a un efecto directo de las toxinas sobre las células de músculo liso 

vascular. El ligero desplazamiento de la curva puede deberse a la eliminación del 

endotelio, el cual libera constantemente una cantidad basal de factores que  regulan 

el tono del músculo liso vascular. Este ligero desplazamiento pudiera ser causado 

también por algún efecto menor de las toxinas presentes en el extracto sobre células 

endoteliales. Una vez que se observó que el efecto vasoconstrictor del extracto de M. 

complanata se debe a una acción directa sobre las células musculares, se realizaron 

algunos experimentos para obtener información acerca de su mecanismo de acción. 

Se sabe que un incremento en la concentración del Ca2+ intracelular es 

indispensable para desencadenar el proceso de contracción muscular (Williams y 

Fay, 1986). Este incremento en la concentración de Ca2+ intracelular puede deberse 

al influjo del Ca2+ a través de la membrana plasmática, principalmente mediante los 

canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L (Mironneau y Macrez-Leprêtre, 1995) 

o a la liberación del Ca2+ del retículo sarcoplásmico (Tognarini y Moulds, 1997; Long 

et al., 2000). En un estudio previo, realizado sobre M. complanata, se sometió el 

extracto crudo de este hidrocoral a un fraccionamiento mediante cromatografía de 

exclusión. De esta manera se obtuvieron 12 fracciones, de las cuales sólo dos 

incrementaban la contractilidad del íleon aislado de cobayo. Al evaluar el efecto 
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sobre el íleon de estas dos fracciones en presencia de la nifedipina, un bloqueador 

específico de canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L, se observó una 

disminución significativa de sus efectos (Rojas et al., 2002). Tomando en cuenta 

esos resultados, en el presente estudio se realizaron algunos experimentos para 

comprobar si el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto dependía de la 

entrada de Ca2+ extracelular a través de este tipo de canales. 

En la evaluación del efecto del extracto crudo de M. complanata sobre segmentos 

de aorta previamente incubados con nifedipina (1 µM), no se observó una inhibición 

del efecto contráctil del extracto, excepto a la concentración 100 µg de proteína/ml. 

Resultados similares se obtuvieron en presencia de verapamil, otro bloqueador de 

canales de Ca2+ dependientes de voltaje tipo L. Los resultados de estos 

experimentos sugieren que el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto de M. 

complanata no es estrictamente dependiente de la activación de los canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje tipo L. 

Estos resultados no descartan la posibilidad de que el extracto de M. complanata 

esté ejerciendo su efecto vasoconstrictor de una manera dependiente del Ca2+ 

extracelular, ya que el Ca2+ puede entrar a la célula a través de otros canales, como 

por ejemplo los canales catiónicos no selectivos (Minowa et al., 1997). Para evaluar 

esta posibilidad, se determinó el efecto vasoconstrictor del extracto en ausencia de 

Ca2+ extracelular. Los resultados de este experimento mostraron un desplazamiento 

significativo de la curva concentración-respuesta del extracto hacia la derecha sin 

disminución del efecto máximo, lo cual sugirió que el efecto vasoconstrictor del 

extracto de M. complanata involucra tanto la entrada de Ca2+ extracelular, como la 

liberación de Ca2+ de los almacenes intracelulares. 

La liberación del Ca2+ de los almacenes intracelulares se lleva a cabo a través de 

dos mecanismos principales: la activación del receptor de IP3 y del receptor de 

ryanodina. Como se ha reportado en varios estudios, una manera de eliminar la 

capacidad del retículo sarcoplásmico sensible a ryanodina de almacenar Ca2+ es 

sometiendo los tejidos a un tratamiento simultáneo con cafeína y ryanodina. De esta 

manera, los receptores de ryanodina permanecen abiertos y el retículo pierde su 

capacidad de almacenar Ca2+ (Rohra et al., 2003). En este trabajo, al evaluar el 
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efecto vasoconstrictor inducido por el extracto de M. complanata sobre segmentos de 

aorta sometidos a este tratamiento, se observó un desplazamiento significativo de la 

curva concentración-respuesta del extracto hacia la derecha. Estos resultados 

sugieren que el Ca2+ que se libera de los almacenes intracelulares sensibles a 

ryanodina participa de manera importante en el efecto vasoconstrictor inducido por el 

extracto. Existen evidencias que sugieren la presencia de dos tipos diferentes de 

almacenes de Ca2+ en el retículo sarcoplásmico de las células de músculo liso 

vascular: un retículo sarcoplásmico que contiene receptores de ryanodina y de IP3, 

denominado Sα; y un retículo sarcoplásmico que contiene solamente receptores de 

ryanodina, denominado Sγ (Rohra et al., 2003). Por lo tanto, también existe la 

posibilidad de que el extracto de M. complanata induce la liberación de Ca2+ a través 

de un mecanismo que involucra a los receptores de IP3. 

Mediante el fraccionamiento cromatográfico del extracto crudo de M. complanata 

se obtuvieron 19 fracciones, de las cuales solamente F6, F8, F9 y F11 presentaron 

un efecto vasoconstrictor importante; F8 presentó el mayor efecto vasoconstrictor, 

seguida de F9. El efecto vasoconstrictor que presentaron estas dos fracciones 

pudiera deberse a un mismo compuesto, debido a la proximidad de los picos en el 

cromatograma. F6, F8 y F9 indujeron una contracción transitoria en la aorta de rata, 

mientras que F11 indujo una contracción sostenida. Existen evidencias de que una 

contracción sostenida en el músculo liso vascular está asociada a un influjo de Ca2+ 

extracelular, mientras una contracción transitoria generalmente se asocia a la 

liberación de Ca2+ de los almacenes intracelulares (Rohra et al., 2003). Estas 

observaciones y el análisis electroforético de algunas de las fracciones, sugieren que 

en el extracto de M. complanata se encuentran presentes al menos dos proteínas 

que inducen una vasoconstricción que probablemente depende de Ca2+ intracelular: 

una proteína presente en F6 (datos no mostrados) y una proteína de 15 kDa que se 

encuentra en F8. Por otro lado, en F11 se encuentra una proteína de 17 kDa que 

induce un efecto vasoconstrictor probablemente mediado por un mecanismo que 

depende de Ca2+ extracelular. Estas observaciones concuerdan con los resultados 

obtenidos en los experimentos realizados con el extracto crudo de este hidrocoral, en 
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los que se encontró que el extracto requiere tanto de Ca2+ extracelular como de Ca2+ 

intracelular para inducir su efecto vasoconstrictor. 

Por otro lado, el extracto crudo de M. complanata presentó actividad hemolítica 

sobre eritrocitos de rata, de una manera dependiente de la concentración. Al igual 

que con la actividad vasoconstrictora, el efecto hemolítico también se perdió 

completamente al incubar el extracto en un baño de agua a ebullición. Esto sugiere 

que esta actividad también depende de compuestos de naturaleza proteica. Se ha 

reportado que la adición de lípidos puede bloquear el efecto hemolítico de varias 

hemolisinas. Esto se debe posiblemente a que las hemolisinas interaccionan de 

manera específica con ciertos lípidos de la membrana del eritrocito, de tal manera 

que la incubación previa de las toxinas con los lípidos permite su unión y al momento 

de agregar los eritrocitos al sistema, las toxinas ya unidas a los lípidos quedan 

incapacitadas para interaccionar con la membrana del eritrocito y ejercer su efecto. 

Por ejemplo, la incubación de extractos de medusas de los géneros Aurelia y 

Cassiopea en presencia de fosfatidilcolina inhibe su actividad hemolítica (Radwan et 

al., 2001), mientras que los efectos hemolíticos de los extractos de los corales 

blandos: Nephthea sp., Dendronephthya sp. y Heteroxenia fuscescens se inhiben 

cuando éstos se incuban en presencia de dihidrocolesterol (Radwan et al., 2002). De 

manera similar, el dihidrocolesterol muestra un efecto inhibitorio muy marcado sobre 

las fracciones hemolíticas de M. platyphylla y M. dichotoma (Radwan, 2002). En este 

estudio se observó que la incubación previa del extracto crudo de M. complanata en 

presencia de colesterol indujo una inhibición significativa sobre el efecto hemolítico 

del extracto. Esto sugiere que las hemolisinas presentes en el extracto de M. 

complanata se comportan de manera similar a las hemolisinas presentes tanto en los 

extractos de los corales blandos antes mencionados como en los extractos de los 

hidrocorales: M. platyphylla y M. dichotoma, a diferencia de las hemolisinas 

presentes en los extractos de las medusas. 

Tomando en cuenta que en el caso de M. platyphylla se encontró que gran parte 

del efecto hemolítico inducido por el extracto de este hidrocoral se debe a una 

proteína con actividad de fosfolipasa A2 (Radwan y Aboul-Dahab, 2004), se evaluó el 

efecto hemolítico del extracto de M. complanata después de incubarlo en presencia 
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de BPB, un inhibidor de enzimas con actividad de fosfolipasa A2. En este 

experimento se observó que el efecto hemolítico del extracto crudo de M. complanata 

se inhibió de manera significativa cuando se incubó previamente en presencia de 

BPB, lo cual sugiere que parte de la hemólisis inducida por el extracto de M. 

complanata puede deberse a una fosfolipasa A2. La mayoría de los venenos de 

distintas especies de animales presentan actividad de fosfolipasa A2, incluyendo 

todas las clases del phylum Cnidaria (Nevalainen et al., 2004). Las fosfolipasas A2 

que más se han estudiado son las que están presentes en los venenos de 

serpientes. Muchas de estas enzimas son tóxicas y difieren unas de otras en el tipo 

de toxicidad, entre los distintos efectos farmacológicos que presentan se incluyen 

diversos efectos: neurotóxicos, cardiotóxicos, miotóxicos, hemolíticos, convulsivos y 

anticoagulantes (Kini, 2005). La modificación química de la histidina-48 por 

alquilación, usando BPB, conduce a la pérdida de la actividad enzimática en todas 

las fosfolipasas A2 de venenos de serpientes (Kini, 2005; Kuruppu et al., 2005), ya 

que a pesar de las diferencias en sus propiedades farmacológicas, la secuencia de 

aminoácidos del sitio activo responsable de la actividad enzimática de fosfolipasa A2 

está altamente conservada. Además, se ha determinado la estructura tridimensional 

de más de 20 fosfolipasas A2 de venenos de serpientes y todas muestran mucha 

similitud en su plegamiento tridimensional (Kini, 2005). 

Al evaluar el efecto hemolítico de cada una de las 19 fracciones del extracto crudo 

de M. complanata, con excepción de las fracciones 6 y 9, se encontró que solamente 

F4 presentó este tipo de actividad. El análisis mediante electroforesis en gel indicó 

que esta fracción presentaba una banda mayoritaria con un peso molecular de 

aproximadamente 30 kDa. Este peso molecular es cercano al peso molecular de la 

Milleporina-1 (32.5 kDa), una toxina con actividad de fosfolipasa A2 que se encontró 

en M. platyphylla y que es la toxina responsable de la mayor parte del efecto 

hemolítico inducido por el extracto de este organismo (Radwan y Aboul-Dahab, 

2004). Estas observaciones sugieren que el principal componente responsable del 

efecto hemolítico del extracto crudo de M. complanata es una proteína de 30 kDa 

(F4) que pudiera ser una enzima con actividad de fosfolipasa A2. 
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Finalmente, se realizaron experimentos para observar el efecto del Ca2+ y del Mg2+ 

sobre la actividad hemolítica inducida por el extracto crudo de M. complanata. Estos 

experimentos se llevaron a cabo tomando en cuenta que muchas de las fosfolipasas 

A2, que se han encontrado en los venenos de diversos organismos, requieren de la 

presencia de Ca2+ para alcanzar su actividad óptima (Nevalainen et al., 2004). Por 

ejemplo, la β fosfolipasa A2 que se encontró en la anémona Aiptasia pallida es más 

eficiente en presencia de cationes divalentes como el Ca2+, Mg2+ y Mn2+. Esa 

fosfolipasa A2 presentó mayor actividad en presencia de Ca2+ que en presencia de 

Mg2+ o Mn2+ (Grotendorst y Hessinger, 2000). En este estudio se encontró que la 

actividad hemolítica del extracto crudo de M. complanata, a una concentración de 1.8 

µg de proteína/ml, se incrementó significativamente en presencia de Ca2+. Al evaluar 

la actividad hemolítica del extracto, a esa misma concentración, en presencia de 

Mg2+ se observó un aumento significativo de la actividad sólo a la concentración más 

alta de este ión (10 mM). Estos resultados apoyan la idea de que el extracto de este 

hidrocoral contiene hemolisinas con actividad de fosfolipasa A2 que requieren de 

cationes divalentes para optimizar su efecto hemolítico. 
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VIII. CONCLUSIONES 
 

Los resultados derivados de este estudio indicaron que el extracto crudo de M. 

complanata presentó dos efectos biológicos importantes: 

1) Un efecto contráctil sobre segmentos de aorta aislados de rata, que depende de la 

concentración y es independiente de endotelio. Este efecto es producido por tres 

proteínas: los componentes mayoritarios de la fracción 6 y de la fracción 8 (15 kDa) 

que inducen una vasoconstricción transitoria y el componente mayoritario de la 

fracción 11 (17 kDa) que induce una vasoconstricción sostenida. 

2) Un efecto hemolítico sobre eritrocitos de rata, dependiente de la concentración, 

producido por una proteína de 30 kDa (F4), la cual posiblemente posee actividad de 

fosfolipasa A2. 
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