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RESUMEN

Los zoantideos son un grupo de cnidarios que no ha sido estudiado ampliamente desde el
punto de vista farmacolégico al igual que otros grupos como las anémonas y las medusas, a
pesar de tener organulos venenosos como los nematocistos. Palythoa caribaeorum es un
zoantideo muy abundante en los sistemas arrecifales mexicanos y habita en zonas someras
de los mismos. En este trabajo se exploraron varios efectos biolégicos de su veneno como
son la actividad citotdxica y neurotoxica asi como su posible actividad farmacoldgica sobre
parasitos y lineas celulares cancerosas humanas. El veneno mostré actividad hemolitica sobre
eritrocitos humanos y de fosfolipasa. Adicionalmente, presentd efecto sobre los tres
principales tipos de canales ionicos regulados por voltaje Nay, Ky y Cay. Asi mismo, se logré
purificar y elucidar la estructura primaria de un péptido con actividad sobre canales Nay 1.7 de
neuronas de rata. Este péptido tiene un mecanismo de accion similar al de las toxinas de
anémonas que afectan canales de sodio regulados por voltaje. Este es el primer reporte de un
veneno de cnidario que muestra actividad directa sobre canales de calcio regulados por
voltaje. Por otro lado, la actividad hemolitica sobre eritrocitos fue dependiente de la
concentracion y una purificacion parcial del extracto mostr6 algunas fracciones hemoliticas
activas. Finalmente, el veneno inhibié el crecimiento del parasito Giardia intestinalis y el

crecimiento de células de cancer de pulmon.
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ABSTRACT

Zoanthids are a group of cnidarians whose toxins have not been pharmacologically studied as
well as other cnidarians like sea anemones and jellyfishes despite the fact that they possess
the typical venomous organelles called nematocysts. Palythoa caribaeorum is a common
zoanthid that inhabits Mexican coral reefs and is well distributed along shallow zones. In this
work, different biological effects of its venom were explored such as cytotoxic and neurotoxic
activities, as well as its possible pharmacological activity on parasites and several human
cancer cell lines. The venom showed hemolytic and phospholipase activity on human
erythrocytes. It also showed a remarkable effect on the three main types of voltage-gated ion
channels named Nay, Ky and Cay. The purification and primary structure determination of a
toxin acting on Nay 1.7 of rat brain were achieved. This peptide has a similar mechanism of
action as sea anemone Nay toxins. On the other hand, the same venom had a dose-dependent
hemolytic activity on human erythrocytes and a partial purification led to active fractions. Finally,
the venom inhibited the growth of Giardia intestinalis and lung cancer cells. This is the first
report of a cnidarian venom acting directly on voltage-gated calcium channels.
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INTRODUCCION

La busqueda de nuevos medicamentos y sustancias con fines terapéuticos va en ascenso en
los Ultimos afios. La existencia de enfermedades para las que no existen medicamentos, la
resistencia de agentes patégenos, los avances en la biologia molecular y el interés en la
busqueda de nuevos farmacos potentes y especificos han fomentado la identificacion de
moléculas “blanco” y el estudio de anomalias estructurales y funcionales a nivel de receptores
y canales i6nicos.

Los organismos del filo Cnidaria han sido ampliamente estudiados como una fuente de
compuestos con acciones fisioldgicas especificas sobre canales i6nicos y han sido
instrumentos valiosos para la caracterizacion de sus mecanismos. Se han encontrado nuevos
tipos de toxinas blogueadoras de canales de sodio y potasio a partir de diferentes especies de
anémonas que no guardan homologia con otras toxinas. Ademas, los estudios de sus
venenos comienzan a vislumbrar su accion no sélo sobre canales ionicos dependientes de
voltaje sino también sobre otros receptores poco explorados en la toxinologia como los

receptores glutamatérgicos, los sensibles a acido y los receptores vaniloides.

En el presente trabajo, se describe la actividad toxica del veneno aislado de un cnidario,
especificamente del grupo de los zoantideos, organismos aun poco estudiados desde el punto
de vista toxicoldgico a pesar de estar muy emparentados con las anémonas. En este estudio,
se encontré que el veneno aislado de Palythoa caribaeorum contiene sustancias con potencial
farmacoldgico y se describe la actividad electrofisioldégica de un péptido con accién sobre

canales de sodio regulados por voltaje.
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l. MARCO TEORICO

1.1. Filo Cnidaria

El filo Cnidaria se compone de aproximadamente 10,000 especies clasificadas taxonémicamente
dentro de cinco clases: Anthozoa (anémonas, zoantideos y corales), Scyphozoa (medusas),
Cubozoa (cubomedusas), Hydrozoa (hidropdlipos e hidromedusas) y Staurozoa (stauromedusas)
(Daly et al., 2007). Son organismos casi exclusivos del ambiente marino a excepcion de algunas
especies de la clase Hydrozoa que viven en agua dulce. Son animales simples que presentan una
simetria radial y tienen dos capas de células, una exterior, el ectodermo y una interior, el
endodermo; entre ambas capas se encuentra la mesoglea que es una matriz no celular (fig.1). Los
cnidarios son animales principalmente carnivoros, aunque algunas especies tienen la capacidad
de obtener nutrientes a través de la fotosintesis que realizan organismos unicelulares simbiontes

llamados zooxantelas que se hospedan dentro de sus tejidos.

Tentaculos

Boca
Disco
oral
Endodermo Filamentos
mesentéricos
Disco pedal
Ectodermo
Acontias
Mesoglea

Figura 1. Diagrama tipico de un organismo de la clase Anthozoa (modificado de Livingstone, 1994)
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Los cnidarios se caracterizan principalmente porque todos Sus organismos tienen la
capacidad exclusiva de sintetizar organulos urticopunzantes intracelulares, llamados cnidocistos,
que utilizan para atrapar a sus presas y defenderse de sus depredadores (Dunn, 1982). Existen
aproximadamente 28 tipos diferentes de cnidocistos, divididos en tres categorias: los espirocistos
que tienen una funcion adhesiva (2 tipos), los ptycocistos que tienen funcién de proteccion (1 tipo)
y los nematocistos (25 tipos), (Mariscal, 1974). Dentro de los nematocistos se producen y
almacenan toxinas que poseen una gran cantidad de substancias de diversa naturaleza quimica
tales como péptidos, proteinas, fosfolipasas, glicoproteinas, esteroles, aminas bioactivas y
carbohidratos (Watters, 2005). Debido a que précticamente todos los cnidarios son toxicos, estos

organismos representan una amplia fuente para el estudio de toxinas animales.

El estudio de estas sustancias toxicas ha tenido relevancia desde el punto de vista médico,
ya que al contacto con la piel humana pueden provocar efectos tanto sistémicos como locales,
entre los cuales se encuentran los efectos dermatonecréticos, miotoxicos al corazon y en el
sistema vascular de los pulmones entre otros (Torres y Aguilar, 2003). El contacto con los
tentaculos de los cnidarios puede afectar primero a la piel produciendo edema, necrosis, dermatitis
y urticaria. Posteriormente el veneno viaja a través del sistema linfatico y los vasos capilares, y
puede afectar el corazon o el sistema nervioso central. Ademas, son comunes las reacciones
alérgicas en personas muy sensibles en las cuales pueden producir espasmos musculares y
gangrena (Mebs, 2002). En casos muy severos puede haber dolor muy intenso, neuropatias,
paralisis, dificultad respiratoria, sintomas oftalmolégicos, mononeuritis maltiple y en varias

ocasiones, la muerte (Burnett et al., 1998).

1.2. Toxinas de anémonas

Las toxinas de anémonas se encuentran entre las mas estudiadas y mas ampliamente
caracterizadas en términos de su estructura y mecanismo de accion (Honma y Shiomi, 2006),
mientras que las toxinas de otros cnidarios atn no han sido bien descritas, ya sea debido a su alta
inestabilidad como en el caso de las medusas o bien, no han sido aisladas del todo como es el
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caso de los zoantideos. De acuerdo con su blanco de accion, podemos clasificar las toxinas de la

siguiente forma:

Neurotoxinas

Son moléculas que afectan canales idnicos o receptores de membrana en células
eléctricamente excitables. Las neurotoxinas se encuentran clasificadas hasta ahora en cuatro
clases: aquellas que afectan canales de sodio, canales de potasio, canales sensibles a acido,
receptores de potencial transiente vaniloide tipo 1 (TRPV1) y algunas otras toxinas con efecto
neurotoxico pero cuyo blanco de accién no ha sido aun descrito (Messerli y Greenberg, 2006;
Frazao et al., 2012).

a) Neurotoxinas que actan sobre canales de sodio regulados por voltaje (Nay). Fueron las
primeras toxinas de anémonas que se reportaron y han sido las mas estudiadas, probablemente
por ser las mas ampliamente distribuidas entre los cnidarios. Estas toxinas se unen al sitio 3 de los
canales de sodio y retrasan el proceso de inactivacion del canal durante el proceso de
despolarizacion. De acuerdo con su secuencia de amino&cidos, se han clasificado en cuatro tipos:

a.1l. Tipo 1. Se conocen 35 de ellas y han sido aisladas de 13 especies de anémonas de la
familia Actiniidae y dos especies de la familia Stichodactylidae. Tienen entre 46-49 aminocidos,
excepto Ae-l, la cual contiene 54 residuos (fig. 2). Todas ellas presentan tres puentes disulfuro y
siguen el patron de conectividad C1-C5, C2-C4 y C3-C6. Algunas de estas moléculas se han
utilizado como herramientas farmacol6gicas importantes para el estudio de estos canales. Por
ejemplo, ATX-Il de Anemonia sulcata se une a la familia de canales Na,1 humanos con mayor
potencia que otras toxinas peptidicas naturales.
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CGTX-11 -GVACRCDSDGPTVRGDSLSGTLWLT------ GGCPSGWHNCRGSGPFIGYCCKK- 48
CGTX-111 -GVACRCDSDGPTVHGDSLSGTLWLT------ GGCPSGWHNCRGSGPFIGYCCKK- 48
Cgx -GVACRCDSDGPTVRGNSLSGTLWLT------ GGCPSGWHNCRGSGPFIGYCCKK- 48
Bg-11 -GASCRCDSDGPTSRGNTLTGTLWLE -———-- GRCPSGWHNCRGSGPFIGYCCKK- 48
Bg-111 -GASCRCDSDGPTSRGDTLTGTLWLE -———-- GRCPSGWHNCRGSGPFIGYCCKK- 48
Be-111 -GVACRCDSDGPTSRGNTLTGTLWLT---—-- GGCPSGWHNCRGSGPFIGYCCKK- 48
APE1-1 -GIACLCDSDGPSVRGNTLSGTYWL---——-- AGCPSGWHNCKSSGQL IGACCKQ- 47
APE1-2 -GVPCLCDSDGPNVRGNTLSGTYWL----—-- AGCPSGWHNCKSSGPL IGACCKQ- 47
PCR1-2 -GVPCLCDSDGPNVRGNTLSGTYWL----—-- AGCPSGWHNCKSSGPNIGWCCKK- 47
Hk8a -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGTLWL---—-—-- FGCPSGWHNCKARGPT IGWCCKK- 47
Hk16a -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGTLWL---——~-- FGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKK- 47
Hk2a -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGTLWL---——-- AGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKK- 47
Hk7a -GVPCLCDSDGPSVHGNTLSGTIWL---——-- AGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKK- 47
PCR2-10 -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGI IWL------- FGCPSGWHNCRDHGPT IGWCCKK- 47
APE2-2 -GVPCLCDSDGPNVRGNTLSGILWL-==---- AGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKQ- 47
AP-C -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGILWL-==---- AGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKQ- 47
ATX-11 -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGI IWL-—-=---- AGCPSGWHNCKKHGPT IGWCCKQ- 47
AFT-2 GGVPCLCDSDGPSVRGNTLSGIIWL-===--- AGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKQ- 48
ATX-5 -GVPCLCDSDGPSVRGNTLSGILWL-===--- AGCPSGWHNCKKHKPT IGWCCK-- 46
PCR2-1 -GAACFCDSDGPSVSGNTLSGILWL—===--- AGCPSGWHNCKAHGPNIGWCCKK- 47
PCR2-5 -GVACLCDSDGPSVSGNTLSGILWL-===—-- AGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKK- 47
PCR3-6 -GVSCLCDSDGPSVSGNTLSGH IWL-————-- AGCPSGWHNCKAHGPNIGWCCKK- 47
PCR3-7 -GVSCLCDSDGPSVRGNTLSGILWFYP———-- SGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKQ- 49
AP-A -GVSCLCDSDGPSVRGNTLSGTLWLYP----- SGCPSGWHNCKAHGPT IGWCCKQ- 49
AP-B -GVPCLCDSDGPRPRGNTLSGILWFYP—-—--- SGCPSGWHNCKAHGPNIGWCCKK- 49
AFT-I1 -GVACLCDSDGPNVRGNTLSGTIWL-==---- AGCPSGWHNCKAHGPNIGWCCKQ- 47
Am-111 -GFOCRCDSDGPSVHGNPLSGT IWV—-==——-- TSCATGWHKCNSENELFHECCKQ- 47
Rc-1 -GVPCRCDSDGPSVHGNTLSGT IWW=-=———-- GSCETGWHKCNTEHNLFHECCKQ- 47
CgNa -GVPCRCDSDGPSVHGNTLSGTVWV-=———-- GSCASGWHKCNDEYNIAYECCKE- 47
Cpl -GVOCRCDSDGPSVHGNTLSGTVWV-=———-- GSCASGWHKCNTEHNIFHECCKE- 47
Gigantoxin-11 -GVPCRCDSDGPHVRGNTLTGTVWV-==——-- FGCPSGWHKCQKGS---STCCKQ- 44
ATX-la -GAACLCKSDGPNTRGNSMSGT IWV----FG---CPSGWNNC-EGRAI IGYCCKQ- 46
ATX-1b -GAPCLCKSDGPNTRGNSMSGT IWV----FG---CPSGWNNC-EGRAI IGYCCKQ- 46
AETX-1 -GAPCLCANSGPNTRGNDLNG IVWV----FG---CPSGWHDC-HGRAMVGYCCQED 47
Ae-1 -GIPCLCVSDGPSTRGNKLSGT IWMKTGGYGGNGCPKGWHFCGKSRGLLSDCCKQ- 54

* * *x *k * * * * *k - K *k -

Figura 2. Alineamiento de las toxinas tipo 1 que afectan canales de Nav.(*)Residuos conservados;
(:) residuos semiconservados; (.) residuos no conservados con naturaleza quimica similar.

a.2. Tipo 2: Tienen entre 46-49 aminoacidos y también presentan tres puentes disulfuro. El
patron de conectividad de las cisteinas para formar los puentes es similar al de las toxinas de Tipo
1. Sus pesos moleculares varian entre 3,000 y 5,000 Da. Es interesante recalcar que se han
aislado 10 toxinas diferentes de este tipo pertenecientes a anémonas de la familia
Stichodactylidae (fig. 3) y recientemente se aislaron cuatro toxinas mas de este tipo a partir de
anémonas de la familia Thalassiantidae (Maeda et al., 2010) (fig. 4).
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Gigantoxin-111 AACKCDDDGPD IRSATLTGTVDLGSCNEGWEKCASFYTILADCCRRPR- 48
ShP-1 AACKCDDEGPDIRTAPLTGTVDLGSCNAGWEKCASYYT I IADCCRKKK- 48
Rp-111 GNCKCDDEGPNVRTAPLTGYVDLGYCNEGWEKCASYYSPIAECCRKKK- 48
Hm-V GNCKCDDEGPNVRTAPLTGYVDLGYCNEGWEKCASYYSPIAECCRKK-- 47
Hm-1V GNCKCDDEGPNVRTAPLTGYVDLGYCNEGWDKCASYYSPIAECCRKKK- 48
Hm-111 GNCKCDDEGPYVRTAPLTGYVDLGYCNEGWEKCASYYSPIAECCRKKK- 48
Hm-1 ASCKCDDDGPDVRSATFTGTVDFAYCNAGWEKCLAVYTPVASCCRKKK- 48
SHTX-4 ASCKCDDDGPDVRSATFTGTVDFAYCNAGWEKCLAVYTPVASCCRKKKG 49
Rp-11 ASCKCDDDGPDVRSATFTGTVDFWNCNEGWEKCTAVYTPVASCCRKKK- 48
Hm-11 GTCKCDDDGPDVRTATFTGSTEFANCNESWEKCLAVYTPVASCCRKKK- 48

*AhkAkkkhk=-kk =Kk=-Kk =-%k%k -- *x *=kk = K= =k K*kk -

Figura 3. Alineamiento de las toxinas de la familia Stichodactylidae tipo 2 que afectan canales de

Nay.
TLTX-Hh1x VACKCDDDGPD IRSATLTGTVDLGSCNEGWEKCASYYTVVADCCRRPRS 49
TLTX-Tala VACKCDDDGPD IRSATLTGTVDLGSCDEGWEKCASYYTVIADCCRRPRS 49

TLTX-Cala VACKCDDDGPDVRSATFTGTVDLGSCNSGWEKCASYYTVIADCCRKPRG 49

nnnnnnnnnnnnnnn - %%

Figura 4. Toxinas tipo 2 que afectan Nay aisladas de organismos de la familia Thalassantidae.

a.3. Tipo 3: Este grupo de toxinas esta conformado por cuatro péptidos que poseen entre 27y
32 aminoacidos estabilizados por ocho residuos de cisteina que forman cuatro puentes disulfuro

(fig. 5).

Er-1 AGGKSTCCPCAMCKYTAGCPWGQCAHHCGCSE 32
PA-TX AGGKSTCCPCAMCKYTAGCPWGQCAHHCGCS- 31
Da-1 -GGKATCCPCFMCSYTAGCPWGQCAHHCGCD- 30
Da-11 AGGKATCCPCFMCSYTAGCPWGQCAHHCGCD- 31

FhIx =FkKxkxkxk Kk FHhIIxIXIxIxkkkkkkikkk

Figura 5. Alineamiento de las toxinas tipo 3 que afectan canales de Nay.

a.4. Tipo 4: A este grupo pertenecen las calitoxinas | y Il aisladas de la anémona Calliactis
parasitica. Ambas tienen 46 residuos de aminodcidos (fig. 6).

CLX-1 I ECKCEGDAPDLSHMTGTVYFSCKGGDGSWSKCNTYTAVADCCHQA 46
CLX-2 I ECKCKGDAPDLSHMTGTVYFSCKGGDGSWSKCNTYTAVADCCHQA 46

ECEAECE R IR o o S R R R R R R R R AR AR R R SR AR R R R R R R AR AR R SR R S R R S R R

Figura 6. Alineamiento de las toxinas tipo 4 que afectan canales de Nay.

b) Neurotoxinas que acttan sobre canales de Ky: Comprenden 13 péptidos de los cuales 11 se

aislaron de seis especies de anémonas de la familia Actiniidae y dos péptidos aislados de dos
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especies diferentes de la familia Stichodactylidae. Al igual que las toxinas que actuan sobre
canales de sodio se han clasificado en tres tipos de acuerdo con su secuencia de aminoacidos:
b.1. Tipo 1: Tienen entre 35-43 residuos y tres puentes disulfuro (fig. 7). Bloquean

principalmente los canales K1 (Shaker).

AETX-K RSFERNQKRAKDYLPKSECTQFR----CRTSMKYKYTNCKKTCGTC 42
shk e RSCIDTIPKSRCTAFQ----CKHSMKYRLSFCRKTCGTC 35
Hnk  —mm RTCKDLIPVSECTDIR----CRTSMKYRLN-LRKTCGSC 34
Aek e GCKDNFSANTCKHVKANNNCG-SQKYATN-CAKTCGKC 36
AskS e ACKDNFAAATCKHVKENKNCG-SQKYATN-CAKTCGKC 36
Bgk  mm————— VCRDWFKETACRHAKSLGNCRTSQKYRAN -CAKTCELC 37

- * * K% *xx *

Figura 7. Alineamiento de las toxinas tipo 1 que afectan canales Ky

b.2. Tipo 2: Estan representadas por las kalicludinas (AskCs) I-1ll. Bloguean los canales Ky1
pero con menor potencia que las de tipo 1 y también poseen actividad como inhibidores de

proteasas (fig. 8). Tienen entre 58-59 residuos.

AskKC1 INKDCLLPMDVGRCRASHPRYYYNSSSKRCEKF 1 YGGCRGNANNFHTLEECEKVCGVR- 58
AsKC2 INKDCLLPMDVGRCRASHPRYYYNSSSRRCEKF 1 YGGCRGNANNF I TKKECEKVCGVR- 58
AsKC3 INGDCELPKVVGRCRARFPRYYYNLSSRRCEKFIYGGCGGNANNFHTLEECEKVCGVRS 59

E - *hhkkhkhk dk=-KkkhAhkhhikikx *khkkhk X

Figura 8. Kalicludinas de Anemonia sulcata

b.3. Tipo 3: Representadas por las toxinas BDS-l y Il de Anemonia sulcata y APETx-1 de
Anthopleura elegantissima (fig. 9). Las primeras bloguean los canales Ky 3.4 y la segunda bloquea
el canal HERG. Am-Il, aislada de A. maculata, no ha sido probada directamente sobre los canales,
sin embargo se cree que por su gran parecido estructural con las otras toxinas, podria tener el

mismo efecto.

BDS-1 -AAPCFCSGKPGRGDLWILRGTCPGGYGYTSNC-YKWP-NICCYPH- 43
BDS-11 -AAPCFCPGKPDRGDLWILRGTCPGGYGYTSNC-YKWP-NICCYPH- 43
Am-11 ALLSCRCEGKTEYGDKWLFHGGCONNYGYNYKC-FMKPGAVCCYPQN 46
APETX1 -GTTCYC-GKT-IGIYWFGTKTCPSNRGYTGSCGYFLG--1CCYPVD 42

* X K% * * - * **x E - XKk kx

Figura 9. Toxinas tipo 3 que afectan canales de potasio
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b.4. Recientemente se descubrieron tres péptidos de la anémona Bunodosoma cangicum
(Zaharenko et al., 2008) y la evidencia experimental indica que bloquean los canales de potasio de

forma similar a la toxina ShK (fig. 10)

Bcg21.75 NI1VDVPCRDDYYRDSSGNG-VYDQLGGCGAA 30
Bcg23.41 NI IDVPCRPCYYRDSSGNC-VYDQLGDCGAA...
Bcg21.00 NI1VDVPCRDDYYRDSDGNCDVCCKFG--GA-...

E IR = = = *hXxkk KXk * - =% *x

Figura 10. Nuevas toxinas de B. cangicum

c) Neurotoxinas que acttan sobre canales sensibles a H* (ASIC)
APETx-2 es la Unica toxina conocida que bloquea los canales ASIC3. Tiene 42 residuos y
presenta cierto parecido a las toxinas que afectan canales de potasio de tipo 3 pero no tiene

ningun efecto sobre ellos (Diochot et al., 2004).

APETX2 GTACSCGNSKGIYWFYRPSCPTDRGYTGSCRYFLGTCCTPAD 42

Recientemente se caracteriz6 una nueva toxina de Phymanthus crucifer con actividad
inhibitoria sobre ASIC y una actividad inhibitoria menor sobre canales de potasio. El péptido
contiene 32 residuos de amino&cidos y tiene un peso molecular de 3477 Da (Rodriguez, A. et al.,
2014).

PhcrTx1 CASQGQKCKTKSDCCNGMWCAGTRGHTCYKPK 32

d) Neurotoxinas que acttan sobre receptores TRPV1

APHC1 es el primer polipéptido descubierto que modula el receptor TRPV1 y fue aislado de
Heteractis crispa (Andreev et al., 2008). Pesa 6187 Da y reduce la respuesta inducida por
capsaicina en canales TRPV1 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. Tiene alta similitud con
inhibidores de tripsina tipo Kunitz aislados de anémonas. Se han probado extractos de otros
cnidarios sobre estos canales y ninguno tuvo un efecto significativo por si solo, sin embargo, se
observo un efecto alostérico en la activacion del canal cuando se aplicé el veneno con capsaicina
(Cuypers et al., 2006).

MKGTFLICLILIAGFSFKSTQAGS ICLEPKVVGPCTAYFRRFYFDSETGKCTVF1YGGCEGNGNNFETLRACRAICRA
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Citolisinas

Son moléculas que afectan la membrana celular y afectan el equilibrio osmatico en la

célula. Se dividen en cuatro clases de acuerdo con su peso molecular (Anderluh y Macek, 2002):

a) Grupo 1. son péptidos de 5-8 kDa con actividad antihistaminica y no son inhibidos por
esfingomielina. No se conocen sus estructuras quimicas.

b) Grupo 2: son el grupo mas numeroso y se conocen como actinoporinas (fig. 11). En presencia
de membranas lipidicas se oligomerizan para formar poros selectivos a cationes. Su accion es

inhibida por esfingomielina. Tienen un peso alrededor de 20 kDa.

Eqtll MSRLITVFIVVTMICSATALPSKKI I DEDEEDEKRSADVAGAV IDGASLSFDILKTVLEA 60
TenC = —ecmmmmmmm e SADVAGAV IDGASLSFDILKTVLEA 25
EqtlVv MSRLITVFIVVSMICSATALPSKKI IDEDEKDEKRSVAVAGAT IKGAALTFNVLQTVLKA 60
EqtVv MSRLITVFIVVTMICAATALSSKKS INEDEKDEKRSVAVAGAV IEGATLTFNVLQTVLKA 60
St 0 e SELAGTIIDGASLTFEVLDKVLGE 24
sttt e ALAGT I AGASLTFQVLDKVLEE 23
HMgl 11 MNRLIVLFLIVTMICAT IAVPSREEL-EDQKEYKRSAALAGT I IEGASLGFQILDKVLGE 59

mkk ==k khhk-k K==k Kk

Eqtll LGNVKRKTAVGVDNESGKTWTALNTYFRSGTSD IVLPHKVPHGKALLYNGQKDRGPVATG 120
TenC LGNVKRKTAVGVDNESGKTWTALNTYFRSGTSD 1VLPHKVPHGKALLYNGQKDRGPVATG 85
EqtlVv LGDISRKIAVGVDNESGKTWTALNTYFRSGTSD IVLPHKVPHGKALLYNGQKDRGPVATG 120
EqtVv LGDISRKIAVG IDNESGMTWTAMNTYFRSGTSDV ILPHTVPHGKALLYNGQKDRGPVATG 120
Sti LGKVSRKIAVG IDNESGGTWTALNAYFRSGTTDV ILPEVVPNTKALLYSGRKSSGPVATG 84
stll LGKVSRKIAVG IDNESGGTWTALNAYFRSGTTDVILPEFVPNTKALLYSGRKDTGPVATG 83
HMgl 11 LGKVSRKIAVGVDNESGGSWTALNAYFRSGTTDVILPEFVPNQKALLYSGRKDTGPVATG 119
** LT, ****** E e *** * EE e * ** **
Eqtll AVGVLAYLMSDGNTLAVLFSVPYDYNWYSNWWNVR I YKGKRRADQRMYEELYYNLSPFRG 180
TenC AVGVLAYLMSDGNTLAVLFSVPYDYNWYSNWWNVR I YKGKRRADQRMYEELYYNLSPFRG 145
EqtlVv AVGVLAYAMSDGNTLAVLFSVPYDYNWYSNWWNVR I FKGRRRADQRMYEQLYYYLSPFRG 180
EqtVv VVGVLAYAMSDGNTLAVLFSIPFDYNLYSNWWNVKVYKGHRRADQRMYEELYYNLSPFRG 180
Stli AVAAFAYYMSNGNTLGVMFSVPFDYNWYSNWWDVK1YPGKRRADQGMYEDMYYG-NPYRG 143
Stll AVAAFAYYMSSGNTLGVMFSVPFDYNWYSNWWDVK1YSGKRRADQGMYEDLYYG-NPYRG 142
HMgl 11 AVAAFAYYMSNGHTLGVMFSVPFDYNFYSNWWDVKVYSGKRRADQGMYEDMYYG-NPYRG 178
_*__:** **_*:**_*:**:*:*** *****:*::: *:***** ***::** _*:**
Eqtll DNGWHTRNLGYGLKSRGFMNSSGHAILEIHVSKA 214
TenC DNGWHTRNLGYGLKSRGFMNSSGHAILEIHVSKA 179
EqtlV DNGWHERHLGYGLKSRGFMNSGGQAILEIHVTKA 214
EqtVv DNGWHNRDLGYGLKGRGFMNSSGQSILEIHVTKA 214
Stl DNGWYQKNLGYGLRMKG IMTSAGEAKMQIKISR- 176
Stll DNGWHEKNLGYGLRMKG IMTSAGEAKMQIKISR- 175

HMgl Il DNGWHQKNLGYGLRMKGIMTSAGEAILQIRISR— 211

Fhkk - - Kkkkk - -k-k Kk Kk -

Figura 11. Alineamiento de las actinoporinas.

c) Grupo 3: son proteinas de 30-40 kDa con o sin actividad de fosfolipasa A2 (fig. 12).
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Uc
Nv
Ac

Uc
Nv
Ac

DILQFSGMIRCATGRSAWKYFNYGNWCGWGGSGTAVDGVYDSCORSHDWCYKRHDSCYPKI 60
AFWQFGRMDKCATGRRAWDYNGYGNWCGRGGRGTPVDGVDRCCMVHDHCWDRLVHCRPYS 60
GAFQFSYLI KKYTGRNPLDYWGYGCWCGLGGKGTPVDGDDWCCYHHDMCFNS I TQGPRPT 60

*xxk * *-k *k*k XKk ** **x*k X X *x *

IPYIASTSGSHPSCS 1 TCHSANN--RCQRDVCNCDKVAAECFARNTYH---PNNKH--- 111
NKYSYSDSDRHPSCS 1 TCNAGNND-SCEQS ICNCDKAAAECFARNTYN---PNNKH--- 112
CSKNAPYHKNYYFSGLKCSTGWLTSKCGRAICACDIAAVKCFMRNHFNNKYQNYKKNIC 119

* *x * ** *x - -

Figura 12. Citolisinas del grupo 3.

d) Grupo 4. se conoce una toxina de este tipo, metridiolisina, aislada de Metridium senile

(Bernheimer y Avigad, 1978). Pesa 80 kDa y es inhibida por el colesterol. Su secuencia de

aminoacidos no esta reportada.

Inhibidores de proteasas

Comprenden al menos 17 péptidos de entre 55 y 62 residuos (Norton, 2009). La posicion

de las seis cisteinas que tienen esta altamente conservada y se caracterizan por no tener residuos

de triptéfano en sus estructuras (fig.13). Todas ellas se han clasificado como inhibidores del tipo

Kunitz. Algunos de estos inhibidores tienen actividad bloqueadora en canales de potasio (Shiomi

etal., 2003).

ShPI1-1
ShP1-2
TI-1V
AEPI-1
AEPI-11
SHTX-3
AXPI-111
AXPI-1
AXAPI
AEAPI
AFAPI-1
AFAPI-111
PI5-11

ShPI-1
ShPI1-2
TI-1V
AEPI-1
AEPI-11
SHTX-3
AXPI-111
AXPI-1
AXAPI
AEAPI
AFAPI-1
AFAPI-111
P15-11

————— SICSEPKKVGRCKGYFPRFYFDSETGKCTPF1YGGCGGNGNNFETLHQCRAICRA
————— SFCLEPKRVGRCKGYFPRFYFDSKTGKCTPF1YGGCGGNGNNFETLHQCRAICRA
----GSICLEPKVVGPCTAYFPRFYFDSETGKCTPFIYGGCEGNSYVDEKLHACRAICRA
--DANSFCQLPAVVGKCRGYFPRYYYNTEAGKCQQF I YGGCGGNRNNFETVEDCRATCHS
--DASSFCQLPAVVGKCRGYFPRFYYNTEAGKCQQF I YGGCGGNRNNFETVEDCRATCHS
TEEMPALCHLQPDVPKCRGYFPRYYYNPEVGKCEQF 1 YGGCGGNKNNFVSFEACRATCI I
-HSSNDFCYLPAVRGRCRGYFPRYFFSSETGKCERF I YGGCGGNRNNFESAQECGSTCYP
-APVNEDCLLPKKVGPCRAAVPRFYYNSDSGKCEGFTYGGCHANANNFKTKDECKNACH-
-APVNEDCLLPKKVGPCRAAVPRFYYNSDSGKCEGFTYGGCHANANNFKTKDECKNACH-
-YPANEGCLLPMKVGPCRAAWPSYYYNSKSEKCEEFTYGGCDANANNFQTEEECKKAC--
-VPAN--CLLPMKVGFCRAHVPRFYYNSSSGKCEGFTYGGCGANANNFQTKAQCEKACR-
-VPAN--CLLPMKVGPCRARVPRFYYNSSSGKCEGFTYGGCGANANKFQTKAQCEKACA-

-~ INGDCELPKVVGPCRARFPRYYYNSSSKRCEKF I YGGCGGNANNFHTLEECEKVCGY
* * . * oo - -% * KKkkk . * . * *

H---- 59

H---- 59

PL--- 62

RE--- 61

RSVGR 62

Figura 13. Inhibidores de proteasas identificados en anemonas
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Otros polipéptidos

Aunque se han aislado otras toxinas de anémonas Yy elucidado sus respectivas estructuras,
éstas no han sido caracterizadas funcionalmente, por ejemplo: AETX | y Il de Anemonia erythraea
con 59 residuos de aminoacidos, cinco puentes disulfuro y altamente téxicas en crustaceos
(Shiomi et al., 1997), la Gigantoxina | de Stichodactyla gigantea, que no es letal pero posee un
potente efecto paralitico en crustaceos y muestra un 35% de homologia en su secuencia con el
factor de crecimiento epidérmico de los mamiferos (Shiomi et al., 2003), Am | de Antheopsis
maculata, que tiene 27 residuos de aminoacidos y que al parecer, actla sobre canales de sodio y
Am |l ,que posee 46 residuos, causa paralisis en algunos crustaceos y es similar a la Gigantoxina |
(Honma et al., 2005).

Estudios en acrorhagi (estructuras defensivas especiales que contienen ciertas especies
de anémonas principalmente dentro de la familia Actiniidae) aislados de Actinia equina (Honma et
al., 2005), resultaron en dos polipéptidos nuevos, las acrorhaginas | y II, de 50 y 44 residuos
respectivamente, la primera sin homologia alguna con cualquier otra toxina existente y la segunda
presenta cierta homologia con toxinas de otras especies como arafias y moluscos del género

Conus.

Ovchinnikova et al. (2006) reportaron la purificacion de un péptido con actividad
antimicrobiana de 40 residuos de aminoacidos a partir de la mesoglea de la medusa Aurelia aurita.
La aurelina mostrd actividad contra bacterias Gram positivas y negativas. No mostré homologia
secuencial con algun otro péptido antimicrobiano reportado pero que tiene una similitud parcial con
las defensinas y las toxinas bloqueadoras de K* de otras anémonas. La aurelina es un potente
inhibidor de la integridad de la membrana de los linfocitos T por medio de los canales de potasio,
de forma que pertenece a la familia de toxinas de la ShK.

Las hidralisinas consisten en un grupo de proteinas que forman poros de estructura , muy
diferentes a las toxinas de otros cnidarios pero similares en actividad y estructura a las toxinas de
bacterias y hongos (Sher et al., 2005). Las hidralisinas estan formadas principalmente por hojas
en forma de mondmeros solubles. Su efecto es selectivo hacia receptores no fosfolipidicos y de
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carbohidratos y se observo por la formacion de poros de 1.2 nm de didmetro en las membranas de
eritrocitos. Sin embargo, no se report6 actividad antimicrobiana.

Los trabajos con toxinas en anémonas han sido importantes como herramientas para el
estudio de la estructura y funcion de los canales i6nicos (Torres y Aguilar, 2003). Se han estudiado
toxinas de aproximadamente 40 especies de anémonas, a pesar de tenerse reportadas
aproximadamente unas 1200 especies en el mundo (Daly et al., 2007). Ya que estos datos
sugieren la distribucion de péptidos toxicos en todas las anémonas, el descubrimiento de nuevas
moléculas con diversos efectos sobre distintos blancos moleculares especificos podria ser muy
prometedor con todas aquellas especies aln no estudiadas, incluyendo otros cnidarios.

1.3 El estudio de los cnidarios en México

Los toxicos producidos por los cnidarios que habitan los ecosistemas marinos mexicanos
ha sido escasamente estudiado desde el punto de vista estructural (Torres, 2001), sin embargo, el
campo de la toxicologia en cnidarios se estd desarrollando. Extractos en las anémonas
Bartholomea annulata y Stichodactyla helianthus tienen efecto hemolitico y producen peroxidacion
en eritrocitos (Santamaria et al., 2002; Monroy-Estrada et al., 2006). Sanchez-Rodriguez y Cruz-
Vézquez (2006), han reportado la presencia de neurotoxinas en Lebrunia danae y se han
caracterizado tres lectinas en la anémona Buneodopsis antillensis (Fenton-Navarro et al., 2003).
Experimentos con el veneno crudo y dos fracciones obtenidas de Bunodeopsis globulifera
mostraron actividad inhibitoria contra células de cancer de pulmén cuando se co-aplica con
cisplatino (Monroy-Estrada et al., 2013). Se piensa que la combinacion de medicamentos
antineoplasicos con toxinas de anémonas puede ayudar a la reduccion de las dosis de
quimioterapia y asi mitigar los efectos secundarios. Recientemente, Santos et al. (2013),
reportaron el efecto antiarritmogénico en corazén de ratas del veneno de la anémona Condylactis
gigantea. Ademas, lograron purificar un péptido de 4.5 kDa que inhibe la corriente de los canales

Ergl, aunque su secuencia de aminoacidos no fue reportada.
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Las medusas son el grupo menos estudiado toxicoldgicamente en México. Se ha
reportado la presencia de neurotoxinas y citolisinas en Carybdea marsupialis (Sanchez-Rodriguez
et al., 2006) y una fraccion de su veneno mostré ser neurotoxica en ovocitos de Xenopus laevis
inyectados con ARN total de cerebro de rata (Lazcano-Pérez, 2009). Esta fraccion parece afectar
un receptor de membrana acoplado a proteinas G y posiblemente un canal de potasio regulado
por voltaje. Existen algunos estudios sobre la importancia toxicoldgica de Linuche unguiculata
(Segura-Puertas et al., 2001) y Aurelia aurita (Segura-Puertas et al., 2002; Radwan et al., 2001), y
se ha estudiado la actividad antitumoral y electrofisiologica del veneno de la medusa Cassiopea
xamachana (Ordufia-Novoa et al., 2003; Torres et al., 2001). Ponce et al. (2013) mostraron que el
veneno de A. aurita inhibe los receptores de acetilcolina del sistema nervioso central de mamiferos
expresados en ovocitos de X. laevis. Morales-Landa et al. (2007) detectaron actividad
antimicrobiana en extractos de cnidarios como C. marsupialis, C. xamachana, L. unguiculata, B.

annulata, L. danae y S. helianthus.

Finalmente, la importancia toxicolégica de los corales de fuego se vislumbra en estudios
realizados con Millepora complanata (Rojas et al., 2002; Ibarra-Alvarado et al., 2007). Garcia-
Arredondo et al. (2010, 2014) ha estudiado ampliamente las propiedades hemoliticas de este
hidrozoario. En sus estudios destaco que el veneno contiene hemolisinas y fosfolipasas estables a
temperaturas mayores a los 40°C y menores a los 100°C y que la accion hemolitica es
independiente de la concentracion de iones Caz* y Mg?*. Posiblemente estos organismos y todos
aquellos que aun no han sido estudiados como las anémonas coloniales, son una fuente potencial
de nuevas sustancias con diferentes mecanismos de actividad bioldgica y novedosas estructuras

moleculares.

1.4 Canales I6nicos

Las células nerviosas transmiten informacion a través de sefiales eléctricas basadas en el
flujo de iones a través de sus membranas plasmaticas. En general, las células nerviosas tienen un
potencial negativo llamado potencial de membrana en reposo (Purves, 2007). Un potencial de
accion produce una abolicion transitoria del potencial en reposo y lo hace positivo y se transmite a

lo largo de los axones. De esta forma la informacion fluye a través del sistema nervioso. Las
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sefales eléctricas surgen del flujo de iones no distribuidos de forma uniforme a través de las

membranas de las células nerviosas.

Los canales ionicos son proteinas integrales de membrana que forman poros que
conducen iones a través de ella y son muy importantes en la transmision de la informacion en el
sistema nervioso. Son altamente selectivos y la mayoria de ellos conducen una sola especie
ibnica como Na*, K*, Ca 2+ y Cl. Los canales ionicos se abren y se cierran en respuesta a
estimulos determinados, es decir, estan regulados y pueden ser: canales idnicos regulados por
voltaje, es decir, se abren y se cierran en respuesta a un cambio en el potencial de la membrana;
canales regulados por ligando los cuales operan por la unioén de determinadas moléculas a ellos; y
canales mecanosensibles que son regulados por fuerzas mecanicas que actlan sobre las
membranas. Cuando un canal se abre, los iones fluyen a través de él de acuerdo con su gradiente
electroquimico y producen una corriente eléctrica que puede ser detectada mediante técnicas
electrofisioldgicas.

Canales de sodio: son los responsables del inicio del potencial de accién en las células
eléctricamente excitables. Normalmente estan cerrados durante el potencial de membrana en
reposo. Estos canales se abren cuando existe un estimulo que despolariza la membrana y dejan
pasar selectivamente iones de Na*. Ya abiertos y después de una fraccion de tiempo, estos
canales presentan el fenémeno de inactivacion en el cual no conducen iones sin estar cerrados
(Harvey et al., 1993). Muchas toxinas en la naturaleza actlan sobre estos canales ya sea
blogueandolos como la tetrodotoxina, la saxitoxina y las u-conotoxinas o afectando su estado de
inactivacion como las -toxinas de los escorpiones y todas las toxinas de anémonas que se
conocen hasta el momento (Arias, 2006). En los mamiferos existen nueve isoformas identificadas
de estos canales clasificadas como Nay1.1 a Nay1.9 y se conocen seis sitios receptores de
farmacos y neurotoxinas en ellos. Estos sitios estan formados por aminoacidos bésicos en los

giros extracelulares del poro del canal (Tabla ) (Caterall et al., 2005).
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Tabla I. Mecanismo y sitio de accion de algunas toxinas de Na*y

Sitio receptor Toxina Modo de accién
1 Tetrodotoxina, saxitoxina, 4 - Blogueo del canal
conotoxinas
2 Batracotoxina, veratridina Mantienen una activacion
persistente
3 Toxinas de anémonas, - Prolongan la inactivacion del
toxinas de escorpion canal
4 -toxinas de escorpion Desplazan la activacion del
canal a potenciales mas
negativos
5 Brevetoxinas, ciguatoxinas Desplazan la activacion del
canal a potenciales mas
negativos
6 -conotoxinas Prolongan la inactivacion del
canal

Canales de potasio: son el grupo mas grande y diverso de canales idnicos con hasta 12 familias
conocidas hasta ahora (Ky1-12). Las funciones fisiologicas que desempefian son muy variadas.
Participan en el mantenimiento del potencial de membrana y modulacion de la excitabilidad
eléctrica en neuronas y musculos (K.1.1, K.1.2, Ky1.5, K1.6, Ky2.1), regulan la sefializacion por
calcio en linfocitos y oligodendrocitos (Ky1.3) poshiperpolarizacion neuronal (Ky1.4), repolarizacion
del potencial de accion cardiaco (Kv4.2, K.4.3), regulan la actividad de otros canales de potasio
(Kv5.1, K\6.1), etc. La actividad de muchos canales de potasio aun no se conoce (Ky10.2, K,11.2,
Kv11.3 y K,12.1-12.3). Casi no se conocen activantes naturales o sintéticos de estos canales, sin
embargo, muchas moléculas son capaces de bloquearlos. El tetraetilamonio (TEA) es un
compuesto capaz de bloquear casi todos los tipos conocidos de canales de potasio. Los estudios
sobre el bloqueo de canales de potasio por toxinas de anémonas se han enfocado hacia las
familias Ky1-4.

Las corrientes de potasio tipo A (la) se describieron por primera vez en neuronas de moluscos y
artropodos. El término A deriva de su activacion rapida a voltajes subumbrales seguida de una
inactivacion répida. Se activan transientemente durante el decaimiento de la fase de pos-
hiperpolarizacion del potencial de accion de forma que retarda la despolarizacion (Cai et al.,
2007). En lo mamiferos, la |a se encuentra en distintos subtipos de canales (Ky 1., Kv 3.X, y Kv4.X).
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Canales de calcio: regulan la entrada de calcio en respuesta a un potencial de accion. Los iones
Ca?* que entran a través de estos canales funcionan como segundo mensajero intracelular para
iniciar diferentes eventos celulares como la liberacion de neurotransmisores (Caterall, 2011). Es
muy probable que las toxinas que afectan este canal inhiben la transimisién sinaptica de la union
neuromuscular de la presa para producir una paralisis motora junto con otras toxinas que inhiban o
activen canales de sodio y potasio (McDonough, 2007). Se clasifican de acuerdo con su actividad
y son blanco de muchos farmacos principalmente sintéticos (tabla II). Se han caracterizado muy
pocas toxinas que afectan este canal, las mas estudiadas son principalmente de caracoles del
género Conus, de arafias y de serpientes. Hasta el momento no existe reporte alguno sobre

estudios realizados directamente sobre estos canales con venenos de cnidarios.

Tabla Il. Toxinas y farmacos que afectan canales de CaZy

Tipo Subtipo Farmaco Modo de accién
L Ca/l.1, Ca,1.2, Dihidropiridinas, Bloqueo del canal
Ca/l.3, Cayl.4 benzodiacepinas
PIQ Ca2.1 -agatoxinas Blogueo del canal
N Ca2.2 -conotoxinas Bloqueo del canal
R Ca2.3 SNX-482, poliamina
de arafa Blogueo del canal
T Cay3.1, Cav3.2, kurtoxina Blogueo del canal
Cay3.3
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[l. ANTECEDENTES

Palythoa caribaeorum (fig. 14) (Duchassaing y Michelotti, 1860), es un zoantideo 0 anémona
colonial, formado por pélipos embebidos en una base estolonal de extension masiva. Los polipos
tienen tentaculos marginales con nematocistos (basitricos, microbasicos p-mastigéforos y
holotricos) y espirocistos. Forma extensas colonias con numerosos polipos en depdsitos rocosos y
esqueletos calcareos, que cuando uno es tocado, la colonia completa se retrae (Gonzélez Mufioz,
2009, 2014).

En los arrecifes de plataforma como los del sistema Veracruzano, Gonzalez-Mufioz (2005,
2014) reportd su amplia distribucion y abundancia en la planicie arrecifal, especialmente en la
subzona de arrecife posterior y la cresta arrecifal. Son las anémonas coloniales de mayor
cobertura en estos sistemas, dominando cominmente las zonas de rompiente (Sebens, 1982).

Figura 14. Fotografia de la especie de zoantideo Palythoa caribaeorum en su habitat natural.

Desde el punto de vista toxinologico, Palythoa caribaeorum ha sido un organismo de
extrema importancia por haberse reportado en €l la existencia de la palytoxina (PTX), uno de los
venenos mas potentes hasta ahora conocidos (fig. 15). La palytoxina se encuentra principalmente
en zoantidos de los géneros Palythoa, Protopalythoa y Zoanthus (Gleibs y Mebbs, 1999). Se
aislé por primera vez en la especie Palythoa toxica pero su origen se cuestioné durante mucho

17



Aislamiento, purificacion y elucidacién de estructuras quimicas de péptidos con actividad
biologica en Palythoa caribaeorum

tiempo debido a que existian variaciones estacionales y regionales del contenido de la toxina en el
organismo. Posteriormente se descubrié que algunas algas, crustaceos y peces herbivoros
también contenian palytoxina, y finalmente se descubrid que los dinoflagelados del género
Ostreopsis son los responsables de la generacion de esta toxina (Usami et al., 1995). No existe

hasta el momento ningun reporte sobre estudios de toxinas de origen proteico en P. caribaeorum.

Figura 15. Estructura quimica de la palytoxina (Mebs, 2002)

Las toxinas de los zoantideos han sido muy poco estudiadas y solamente algunos
compuestos de bajo peso molecular con actividad antiinflamatoria y antiparasitaria se han
identificado a partir de este grupo (Lakshmi et al., 2004). A pesar de la diversidad de actividades
reportadas en los venenos de los cnidarios en general, aln no existen reportes de actividad del
veneno de los zoantideos sobre los diferentes canales idnicos regulados por voltaje o receptores
de membrana. Recientemente se reportd que una fraccion de bajo peso molecular extraida del
zoantideo Zoanthus sociatus afecta la secrecion de insulina de las células -pancreéticas mediante
la modulacion de canales de calcio regulados por voltaje (Diaz-Garcia et al., 2012). Aunque la
naturaleza exacta de la molécula responsable de dicho efecto no se conoce y los experimentos no
se realizaron directamente sobre los canales de calcio, este experimento sugiere la existencia de

toxinas que afectan canales ionicos en los zoantideos.
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Los estudios estructurales en toxinas de cnidarios se han centrado casi exclusivamente en
las anémonas actiniarias. Los trabajos de Béress y Diochot se encuentran entre los mas
conocidos ya que reportan las estructuras primaria, secundaria y terciaria de las proteinas aisladas.
De las neurotoxinas de anémonas que afectan los canales de sodio y potasio se han reportado
sus secuencias completas e incluso el porcentaje de homologia entre ellas y entre tipos (Norton,
1991; Messerli y Greenbeg, 2006). Diochot et.al. (2003), estudid los espectros de dicroismo
circular de las toxinas APETxI y BDS | y observo que sus estructuras secundarias consisten en
hojas y no detectd la presencia de hélices . Estudios similares se han hecho con APETx2
(Diochot et al., 2004; Chagot et al., 2005).
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1. HIPOTESIS

El veneno de Palythoa caribaeorum contiene citolisinas y neurotoxinas con estructuras quimicas

diferentes a las de las toxinas de otras anémonas aisladas hasta el momento.

IV.OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Purificar y elucidar la estructura quimica de algunas toxinas aisladas de Palythoa

caribaeorum.

4.2. Objetivos particulares

- Determinar la presencia tanto de hemolisinas como neurotoxinas en el veneno del
zoantideo.

- Caracterizar el veneno de Palythoa caribaeorum mediante estudios de actividad
neurotoxica, hemolitica, antiparasitaria y de inhibicion de lineas cancerosas humanas.

- Aislar y purificar las toxinas presentes por medio de técnicas cromatogréaficas.

- Determinar la estructura de las toxinas mediante las técnicas de espectrometria de masas

y degradacion de Edman.
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V. AREA DE ESTUDIO

El Sistema Arrecifal Veracruzano (SAV) (fig. 16), esta formado por 25 arrecifes de los cuales 13 se
localizan frente a Anton Lizardo y el resto enfrente del Puerto de Veracruz. Se enlaza al noroeste
con el SAV Norte, situado enfrente de la Laguna de Tamiahua y al este con el Sistema de
Campeche y Yucatan (Gutiérrez et al., 1993; Tunnell et al., 2007).

Este sistema es uno de los mas importantes en México por su tamafio y el nimero de
especies. El SAV esta formado por bajos, islas y arrecifes situados en la porcién interna de la
plataforma continental en el Golfo de México, los cuales se elevan desde profundidades cercanas
a los 40 m (Tunnell et al., 2007). El sistema incluye dos grupos de arrecifes geograficamente
separados. El primer grupo, o grupo del norte, incluye a 13 arrecifes ubicados frente a las costas
de la ciudad de Veracruz y comprende ocho arrecifes de plataformas emergentes (Gallequilla,
Anegada de Adentro, La Blanquilla, La Gallega, Pajaros, Isla Verde, Tierra Nueva e Isla
Sacrificios), dos arrecifes de bancos sumergidos (parches de arrecife sumergidos: Bajo Mersey y
Lavandera) y tres arrecifes costeros (Punta Gorda-Punta Majahua, Hornos y Punta Mocambo). El
segundo grupo de arrecifes en el SAV, o grupo del sur, se localiza frente a la costa del pueblo
pesquero Antdn Lizardo y comprende 12 arrecifes de plataformas emergentes, Anegada de Afuera,
Topatillo, Santiaguillo, Anegadilla, Polo, Isla de Enmedio, Aviso, Blanca, Chopas, El Rizo, Cabezo
y El Giote.
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Figura 16. Distribucion de los arrecifes que constituyen el SAV (tomada de Carricart-Ganivet y
Horta-Puga, 1993).

21



Aislamiento, purificacion y elucidacién de estructuras quimicas de péptidos con actividad
biologica en Palythoa caribaeorum

VI. METODOLOGIA

6.1. Muestreo

Los ejemplares de Palythoa caribaeorum se recolectaron en el mes de septiembre, de forma
manual con ayuda de martillo y cincel para extraerlos del sustrato, mediante buceo libre. Los
organismos se depositaron en bolsas de plastico con cierre hermético y se congelaron a -4°C
para ser transportados al laboratorio. Posteriormente, se congelaron a -30°C hasta su uso.

6.2. Obtencion del extracto crudo

Los organismos se descongelaron y se fragmentaron con un martillo y un desarmador al
mismo tiempo que se eliminaba la base rocosa y el tejido esponjoso. Posteriormente se pesaron
545.1 g de esta muestra, se colocaron en un vaso de precipitados de 2 L y se agregd 1 L de agua
desionizada y un inhibidor de proteasas (Complete Mini de Roche). Los organismos se
exprimieron cuidadosamente para exponer los tentaculos de los pélipos al medio y con ayuda de
un cepillo se manipularon para lograr una mejor descarga de los nematocistos. El extracto
obtenido se centrifug6 a 4°C a 30 000 rpm durante 15 min. Se tomo el sobrenadante, se liofilizé y
se almaceno a -30°C.

6.3. Purificacién parcial de las toxinas

6.3.1. Separacion por cromatografia de exclusion molecular

Como primer paso, se realizd una separacion cromatogréfica del veneno en una columna
de exclusion molecular de 118 x 1.5 cm y con una matriz de Sephadex G-50. Se inyectd 1 g de
extracto disuelto en una solucién 0.1 M de acetato de amonio (pH 7.0). Esta misma solucion se
utilizé como eluyente. El flujo fue de 0.3 ml/min y se recolectaron fracciones de 3 ml con un
colector de fracciones Water (Millipore). Se leyd a 280 nm en un espectrofotometro Ultrospec 3000
(Pharmacia Biotech).
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6.3.2. Separacion por cromatografia de intercambio i6nico

Este segundo paso s6lo se utilizé para prepurificar las hemolisinas del veneno. Se utilizd
una columna de intercambio cationico Bio-gel TSK de sulfopropil TSK SP-5-PW (BIO-RAD) de 7.5
x 0.75 cm. La columna se equilibré con una solucion amortiguadora A de Na,HPO4/NaH2PO4 0.1
M (pH 7.5). También se prepard una solucion amortiguadora B de Na;HPO./NaH.PO, 0.1 My
NaCl 1M (pH 7.5). La muestra se diluy6 en la solucion amortiguadora A y se aplicé en la columna.
Se eluy6 por 15 min en la misma solucion. Posteriormente se hizo un gradiente de 0%A-100%B
por 30 min y se mantuvo en 100% de B por 20 min. Finalmente se hizo un gradiente de 100%B a
100%A de 30 min. El flujo fue de 1.0 ml/min.

6.3.3. Separacion por HPLC en fase reversa

Se disolvieron 2 mg de la fraccion 2 (F2) obtenida por exclusion molecular en 800 | de
agua desionizada y se inyect6 en una columna analitica Purospher STAR C18 (5 mm) de 250 x
4,6 mm y con un gradiente lineal de agua (0.1% TFA) -acetonitrilo (0.1% TFA) del 0-60% de
acetonitrilo en 60 min a un flujo de 1 ml/min. Se obtuvieron varias fracciones y los nueve picos con
mayor concentracion de proteina (llamados a-i), se secaron en un concentrador Speed-Vac
ISS110 y se enviaron a analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF.

6.3.4. Andlisis por espectrometria de masas MALDI-TOF y secuenciacion

La masa molecular del péptido activo se determind por espectrometria de masas MALDI-
TOF. A 5 ug del péptido se le agregaron 5 pl de una solucién saturada de &cido 4-hidroxi- -
cianocinamico ultrapuro. 1 ul de esta mezcla se depositd en una placa para MALDI y se dejé secar
a temperatura ambiente. El espectro se registrd en modo lineal positivo en un espectrdmetro
Brucker Microflex con un laser de nitrdgeno a =337 nm y un intervalo de masas de 1000 a 30,000
Da. La secuencia de aminodcidos se determind en un espectrometro de masas Esquire con
trampa de iones (Bruker-Franzen Analytical, Gmbh, Germany) en modo positivo y confirmado por
degradacion de Edman en un secuenciador (LF 3000, Bekman Instruments, Irving, CA).
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6.4. Bioensayos

A continuacion se presentan las pruebas de actividad biolégica que se realizaron en el
transcurso del proyecto con el extracto y en algunos casos con las fracciones obtenidas por
filtracion en gel y HPLC en fase reversa:

- Evaluacion de la actividad hemolitica en eritrocitos humanos
- Evaluacién de la actividad de fosfolipasa A2
- Actividad antiparasitaria contra Giardia intestinalis
- Actividad inhibitoria sobre lineas celulares cancerosas humanas:
U251 de glia de sistema nervioso central
PC-3 de préstata
K-562 de leucemia
HCT-15 de colon
MCF-7 de mama
SKLU-1 de pulmén
- Pruebas de actividad neurotdxica y toxicidad aguda: actividad en crustaceos de la especie
Platychirograpsus spectabilis y en Artemia salina
- Registros electrofisioldgicos en canales de sodio, calcio y potasio regulados por voltaje
sobre neuronas de ganglio cervical superior de rata mediante la técnica de Patch-Clamp.

6.4.1.Evaluacion de la actividad hemolitica

Para este bioensayo, se utilizaron eritrocitos humanos de sangre tipo O+ de un donador
sano. La sangre se extrajo con jeringa (3ml) e inmediatamente se colocd en 50 ml de solucion
Alsever (composicion M: glucosa 0.11, citrato de sodio 0.03, cloruro de sodio 0.07, &cido citrico
0.002, pH7.4). Se centrifugd a 2500 rpm a 4°C por cinco minutos. El sobrenadante se elimind en
cloro y los eritrocitos se lavaron nuevamente con solucion Alsever. La operacion se repiti6 dos

VeCes.

Se preparé un stock de 100 mg/ml del extracto crudo y se hicieron diluciones con la
sangre para obtener 10 concentraciones de 1 a 10mg/ml. Las muestras se incubaron a 37°C por
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30 minutos, se centrifugaron a 2500 rpm por 5 min a 4°C y se leyd en un espectrofotémetro a
415nm en una celda de cuarzo. Se utilizaron eritrocitos en Alsever como control negativo (0% de

hemdlisis) y eritrocitos en agua desionizada como control positivo (100% de hemdlisis).

6.4.2. Determinacion de la actividad de fosfolipasa A2

La actividad de fosfolipasa A2 se evalu6 siguiendo el manual de ensayo para actividad
PLA2 del Manual de Worthington Biochemical Corporation:
Reactivos:
a.Solucion 0.1 M de CaCl,
b.Solucion 1 M de NaCl
c.Emulsién de L-a-Fosfatidilcolina: Pesar 2g de L-a-Fosfatidilcolina, se adicion6 2.5 ml de 0.1 M
CaCl,y 7.5 ml de NaCl 1 M, se agité durante 30 minutos a 4 °C, se sonicé la mezcla durante 10
minutos y posteriormente y se llevé a un volumen de 100 ml.
d.Solucion 0.002M de NaOH.

PLA2 de pancreas bovino:
Se disolvi¢ la fosfolipasa a una concentracion de 0.1mg/ml en agua destilada. Se mantuvo esta

solucion stock en hielo mientras se realizaba el ensayo.

Procedimiento:

La reaccion se llevé acabo a una temperatura de 25 °C. Se midieron 4 ml de emulsién de
L- -Fosfatidilcolina. Se ajustd el pH a 8.9 con hidréxido de sodio 0.01 N. Posteriormente se
agregaron 10 ul de PLA2 e inmediatamente el pH comienza a bajar (por la liberacion del acido
graso en la posicion 2 del glicerol) y se registrd el volumen de NaOH requerido para regresar el pH
a 8.9 después de 3 minutos. Pasados dos minutos mas, se agrega NaOH nuevamente para
reajustar el pH a 8.9. Este procedimiento se realizd con PLA2 de pancreas bovino a las
concentraciones de (10, 20, 30, 40 y 50 ul) para calcular la actividad especifica. Posteriormente
se realizd el mismo procedimiento con el veneno y F2.
Célculos:
[(Velocidad de muestra — Velocidad de blanco) X N NaOH X 1000] / mg enzima en mezcla.
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Una unidad fue 1meq de L-a — fosfatidilcolina hidrolizada a L-a- lisofosfatidilcolina y un acido
graso liberado por minuto a un pH de 8.9 a 25 °C

6.4.3. Evaluacion de la actividad antiparasitaria

Los ensayos se realizaron con trofozoitos del parasito Giardia intestinalis (WB cepa de
referencia, American Type Culture Collection 30957) proporcionada por el laboratorio de
Parasitologia Experimental del Instituto Nacional de Pediatria. Los trofozoitos se cultivaron en
tubos de 13x100 mm y medio TYI-S-33. Cuando los trofozoitos se encontraban en monocapa
(fase logaritmica de crecimiento), se les decantd el medio y se sustituyd con una solucion
amortiguada de fosfatos (PBS 1X, pH 7.0). Los tubos se colocaron en hielo por 15 minutos y se
centrifugaron durante 5 min a 3500 rpm. EI PBS se decantd, el precipitado se coloc6 en un tubo
eppendorf y los trofozoitos se cuantificaron en una cdmara de Neubauer. Los ensayos se
realizaron en tubos eppendorf, el volumen final fue de 1.5 ml. Se utilizé medio TYI-S-33 con un
contenido de 50 000 trofozoitos/ml al que se agrego el extracto de P. caribaeorum a diferentes
concentraciones (1000, 500, 250, 125 o 62.5 ug). Los controles fueron trofozoitos expuestos a
10 pg/ml de metronidazol (control positivo) y trofozoitos sin extracto (control negativo). Los tubos
se incubaron durante 24 horas a 37°C. Posteriormente, se enfriaron en hielo durante 15 miny se
centrifugaron. El medio de cultivo se descartd, se sustituyd con medio sin extracto y se incubaron
otras 24 horas a 37°C. Finalmente, los trofozoitos se cuantificaron en una cdmara de Neubauer.
Se tomd como el 100% a los trofozoitos que no se expusieron al extracto y se realizd el célculo
de la poblacion para cada uno. Se realizaron 6 experimentos de forma independiente. Se
cuantificé la susceptibilidad de los trofozoitos al metronidazol a diferentes concentraciones (40, 20,
10,5, 2.5, 1.25, 0.6125, 0.312 y 0.156 pg/ml).

Finalmente, se calculé el porcentaje de trofozoitos muertos y los calculos de ICso y ICg Se
realizaron con el programa estadistico Origin (version 8.0).
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6.4.4. Screening primario para determinar el porcentaje de inhibicion de lineas celulares de

cancer humano

La técnica utilizada para evaluar la inhibicion de lineas celulares de cancer humano estéa
basada en una técnica estandarizada por el Instituto Nacional de Cancer en los Estados Unidos
(Skehan et al., 1990).

Las lineas celulares utilizadas para probar la actividad del veneno de P. caribaeorum
pertenecen al panel del National Cancer Institute y fueron las siguientes: K562 de leucemia
mieloblastica crénica, HCT-15 de colon, MCF-7 de mama, PC-3 de prostata, U251 de glia del
sistema nervioso central y SKLU de pulmén.

Para cosecharlas, se adiciond 1 ml de tripsina-EDTA 0.05% a cada linea en botellas de
cultivo (excepto para la linea K562). Inmediatamente de que las células se desprenden del frasco
se agregaron 5 ml de medio de cultivo RPMI-1640 (Gibco) con el fin de inactivar la tripsina. Las
células en suspension se depositaron en tubos coénicos de polipropileno de 15 ml y se
centrifugaron por 3 min a 3000 rpm. Una vez formado el paquete celular, se agregé medio de
cultivo para resuspenderlas. Posteriormente, se tomaron 10 ul de la suspension y se agregaron
180 ul de azul de tripano y se determind el nimero de células vivas mediante un hematocitometro.
Se hicieron los ajustes necesarios para inocular las células en un volumen de 100 ul/pozo en una
placa estéril de 96 pozos. Cada placa se inoculd con dos lineas celulares por triplicado y se
preincubd a 37°C por 24 h en una atmosfera de 5% de CO; y 100% de humedad relativa.

Se tomaron 100 ul de una solucion stock de 20 mg/ml del veneno en medio de cultivo y se
agregaron a cada pozo para tener un volumen final de 200 pl. La placa se incubd por 48 h a 37°C.
Al terminar el periodo de incubacion, las células se fijaron in situ. Se agregaron 50 ul de una
solucién de acido tricloroacético (TCA) frio al 50% y se incub6 a 4°C por 60 min. El sobrenadante
se desechd y las placas se lavaron cinco veces con agua desionizada y secadas al ambiente. Las
células fijadas se tifieron con 100 ul de una solucion al 0.4% de sulforodamina B (SRB) y se
incubaron por 30 min a temperatura ambiente. La SRB no unida se removi6 con tres lavados de
acido acético al 1% y se dejo secar al ambiente. A las placas tefiidas se les agreg6 100 ul de
buffer TRIS y se agitaron por 10 min para favorecer la disolucion del complejo. Posteriormente, se
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midi6 la densidad dptica (DO) en un lector de microplacas a una longitud de 515 nm. El porcentaje
de inhibicion del crecimiento celular (%IC) se calculé mediante la siguiente ecuacion:

%IC=100-((DOt-Doh)/(DOc-Dob))*100

donde:

DOt: promedio de los pozos tratados con el veneno
DOc: promedio de los pozos tratados con DMSO
DOb: promedio de los pozos testigo (sin células)

6.4.5. Ensayos de actividad neurotoxica y toxicidad aguda

Para observar in vivo que el veneno tiene actividad neurotoxica, se utilizo el tipico ensayo
con cangrejos descrito por varios autores (Sanchez-Rodriguez et al., 2006; Honma et al., 2008).
Se compraron cangrejos de la especie Platychirograpsus spectabilis. Se les inyect6 0.1ml de cada
extracto crudo en el tercer apéndice caminador en dosis de 3, 6, 16 y 30 mg/ml y se observaron

las reacciones. Como control, se inyect6 agua.

Otro ensayo que se realiz sobre crustaceos fue el ensayo de toxicidad aguda sobre
Artemia salina (Sam, 1993). Se contaron 10 ejemplares en 100 pl de agua de mar preparada y se
colocaron en una microplaca de 96 pozos de fondo plano (COSTAR) y se agregaron 100 ul de
una solucién a una concentracion ya ajustada del veneno. El volumen final en cada pozo fue de
100pl. Se hicieron tres soluciones de extracto crudo de 10, 100 y 1000 ppm. Se observd el
numero de muertes a 24 y 48 h de exposicion. Cada prueba se hizo por triplicado. Como control
negativo se colocaron nauplios en agua de mar. El control positivo no se realizé en estos ensayos

ya que se tienen los datos previos de una curva de mortalidad con dicromato de potasio.
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6.4.6. Registros electrofisioldgicos sobre canales idnicos regulados por voltaje

Las neuronas del ganglio cervical superior de rata (GCS) se aislaron de ratas cepa Wistar
de 5 semanas de edad y se manejaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para el Uso,
Cuidado y Reproduccion de animales de laboratorio (NOM-062-Z00-1999). Las ratas se
anestesiaron con CO; y posteriormente se decapitaron con una guillotina. Se disecaron los
ganglios y se colocaron en una caja con solucion de Hank’s, se les quito el tejido conectivo y se
cortaron en pequefias secciones. Los ganglios seccionados se transfirieron a una solucion que
contenia 20 U/ml de papaina y se incubaron a 37 °C por 20 minutos, pasado ese tiempo, se
cambi6 la solucion por otra que contenia una mezcla de 1 mg/ml de colagenasa tipo |y 10 mg/ml
de dispasa, y se incubaron nuevamente a 37 °C por 40 min, disgregando el tejido mecénicamente
cada 20 min. Terminado ese tiempo, la suspension celular se centrifugd dos veces a 180 g por 7
min con medio Leibovitz (L-15) y una vez en medio minimo esencial de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% (v/v) de suero bovino fetal y 1% de penicilina-
estreptomicina. Las neuronas se cultivaron en cajas de poliestireno cubiertas con poli-L-lisina
(Img/ml) e incubadas en una atmosfera de 95% aire y 5% de CO, a 37°C. Las neuronas se

usaron dentro de las primeras 24 horas después del sembrado.

Las corrientes ionicas se registraron utilizando la técnica de Patch-Clamp en configuracion
de célula completa. Esta configuracion permite el estudio poblacional de los canales presentes en
la membrana celular y la dialisis de moléculas hacia el interior de la célula a través de la pipeta de
registro. Las corrientes fueron registradas con un amplificador EPC-9 (Heka Instruments). Se
utilizaron pipetas de registro con una resistencia de 1.8 - 2.2 M que se elaboraron con vidrio de
borosilicato Kimax 51 y con un estirador de pipetas (Sutter Instruments). Las resistencias se
compensaron al menos en un 60%. La frecuencia de muestreo fue de 10 KHz y la sefial se filtr6 a
2.9 KHz. La adquisicion de los datos se llevo a cabo con el programa Pulse (Heka Instruments) y
el andlisis posterior a la adquisicion fue realizado con el programa OriginPro 8.0 (OriginLab
Corporation). Los protocolos de voltaje empleados se muestran en cada figura. Las corrientes se
normalizaron respecto a la capacitancia de la célula. Donde fue apropiado, los datos se
expresaron como la media + el error estandar de la media. La diferencia estadistica se evalud con

la prueba t de Student y la hipétesis nula fue rechazada con p<0.05.
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Las soluciones empleadas para aislar a las corrientes idnicas de calcio, de sodio y de

potasio, se presentan en las Tablas Il y IV.

Tabla lll. Composicion de cada una de las soluciones de registro empleadas para aislar las

corrientes de Ca?t, Na*y K*.

Compuesto Ica [mM] Ina [MM] Ik [mM]
NaCl 160 60 160
KCI 2.5 2.5
TEA-CI 103
Glucosa 8 8 8
CaCl, 5 5
MgCl, 1 2.9 1
HEPES 10 10 10
TTX 0.0002 0.0002
Nifedipina 0.005 0.005 0.005
CdCl, 0.1 0.1

pH 7.4 NaOH pH 7.4 NaOH pH 7.4 NaOH

Tabla IV. Composicion de cada una de las soluciones de pipeta empleadas para aislar las

corrientes de Ca?t, Na*y K*,

Compuesto lca [mM] Ina [MM] Ik [mM]
CsCl 140 140
KClI 175
TEA-CI 32 32
Glucosa 8
CaCl
MgCl, 1 1 5
HEPES 10 10 5
BAPTA-4Cs 0.1 0.1 0.1
ATP-Mg 4 4 4
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GTP 0.3 0.3 0.3
Leupeptina 0.1 0.1 0.1
pH 7.4 CsOH
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VIl. RESULTADOS

Obtencion del extracto

Se recolectaron aproximadamente 7 kg de Palythoa caribaeorum en peso himedo. Se tomd una
muestra para tomar fotografias de los nematocistos en la base estolonal y los pdlipos. Se
encontraron holotricos y microbésicos p-mastigéforos (fig. 17), aunque también se han reportado
basitricos en los tentaculos de P. caribaeorum (Gonzélez-Mufioz, 2009, 2014).

Figura 17. Nematocistos observados en muestras del raspado de la base estolonal y pdlipos. A:
holotrico; B: microbésico p-mastigoforo. Las fotografias se tomaron en un microscopio optico con
un aumento de 1000X con aceite de inmersion.

Se obtuvieron aproximadamente 2.832 g de extracto crudo a partir de 500 g de Palythoa
en peso himedo.

Purificacion parcial de las toxinas

El primer paso de purificacion, una cromatografia de exclusion molecular, dio como
resultado tres fracciones (fig. 18). Estas tres fracciones se liofilizaron y se guardaron hasta su uso.
La fraccion 1 (F1) se precipito al resuspenderla. La fraccion 2 (F2) fue soluble en agua. Esta

fraccion se sometio a la purificacion por fase reversa y el cromatograma se presenta mas adelante.
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Figura 18. Cromatograma de exclusion molecular del extracto crudo.

En el caso de las hemolisinas, como segundo paso se realiz6 una cromatografia de

intercambio cationico en el que se obtuvieron 7 fracciones (fig. 19).
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Figura 19. Cromatograma de intercambio catiénico de F2.
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En el caso de las neurotoxinas, como segundo paso se realizd un fraccionamiento por
HPLC en fase reversa de F2 y se obtuvieron varias fracciones de las cuales se seleccionaron las
nueve fracciones mas abundantes (fig. 20). Se realizaron pruebas electrofisiologicas sobre
canales de sodio con todas ellas y la fraccion activa se sometio a un andlisis por espectrometria
de masas MALDI-TOF (fig. 21).
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Figura 20. Cromatograma de HPLC fase reversa de F2. Las letras a-i muestran las fracciones
seleccionadas para su analisis por espectrometria de masas y registros electrofisiologicos.
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Figura 21. Espectro de MALDI-TOF-MS del péptido purificado a partir de la F2. Este péptido es el
responsable del retraso en la inactivacion de los canales Nay1.7.

Evaluacion de la actividad hemolitica en eritrocitos humanos

Los experimentos de hemdlisis se realizaron con el extracto total, las fracciones
obtenidas de pasar éste por la columna de filtracién en gel y las fracciones obtenidas de pasar la
fraccion activa de filtracion gel por una columna de intercambio catiénico. Ademas, para tener una
idea de la termoestabilidad de las muestras, el experimento también se realiz con el veneno
calentado a 60° y 100°C. Como se observa en la fig. 22, el veneno alcanza el 100% de hemdlisis
a partir de una concentracion de 2.6 mg/ml de proteina y comienza a perder actividad a
temperaturas superiores a los 60°C. Sin embargo, no se pierde totalmente. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 22. Porcentaje de hemolisis del extracto crudo a diferentes concentraciones.

Después de determinar que existe actividad hemolitica en el veneno, se hizo la misma

prueba con las fracciones obtenidas de la purificacion por filtracion en gel con Sephadex G-50 y la

fraccion activa fue la fraccion 2 (no se muestran los resultados). Esta fraccion F2 se paso por una

columna de intercambio catiénico y se obtuvieron siete fracciones (FA-FG). Todas ellas se

probaron para determinar la actividad hemolitica y las fracciones FD, FF y FG tuvieron la mayor

actividad (fig. 23).
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Figura 23. Actividad hemolitica de las fracciones obtenidas por cromatografia de intercambio

catiénico.
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Otra forma de evaluar la actividad citolitica del veneno es a través de experimentos que
evallen su actividad como fosfolipasa A2 (PLA2). Se utilizd una PLA2 como control positivo y
agua como control negativo. La fig.24 muestra las actividades obtenidas después de probar el
veneno Yy la F2 de la cromatografia de filtracion en gel. Se puede apreciar que la actividad de F2

es mucho mas elevada que el veneno total.
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Figura 24. Actividad de fosfolipasa de los dos sustratos probados comparados con la actividad de
la PLA2 de péncreas bovino.

En la fig. 25 se muestra el porcentaje de trofozoitos muertos con cada una de las
concentraciones analizadas. La méxima concentracion valorada fue de 1000 pg/ml y el porcentaje
de muerte de los trofozoitos fue de 96.71%. El analisis de los datos se realizo con el programa
Origin 8.0. por medio de un modelo logistico y aplicando la ecuacion y=A2+(A1-A2)(1+(x/x0)"p).
La concentracion inhibitoria  calculada para el 50% y 90% (IC50 e IC90) se presentan en la
tabla V. Los trofozoitos expuestos a 24 horas con extracto (500 y 1000 pg/mL) y 24 horas de re-
cultivo en medio TYI-S-33 sin extracto mostraron dafio. Las im&genes se registraron en un
microscopio Olympus BX50 y el programa Imagene-Pro Insight (Media Cybernetics) (fig. 26).
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Tabla V. Actividad antiprotozoaria sobre Giardia intestinalis del veneno de Palythoa caribaeorum

Muestra ICsp (pg/ml) ICg0 (pg/ml)
VENneno 183.54 302.05
metronidazol 0.281 3.05
=l fe
Concenteation ugeL

Figura 25. Porcentaje de mortalidad de trofozoitos de Giardia intestinalis a diferentes
concentraciones de extracto crudo.

Figura 26. Imgenes de microscopio del efecto del veneno de P. caribaeorum sobre trofozoitos de
G. intestinalis. A) Trofozoitos no expuestos al veneno (piriformes, citoplasma refringente, flagelos y
disco suctor). B) Expuestos a 500 upg/ml de veneno. Se observan algunos organismos
aumentados de tamafio y amorfos. C) Expuestos a 1000 ug/ml de veneno. Escasos trofozoitos
con pérdida de la morfologia tipica, aumentados de volumen y con vacuolas en el citoplasma.
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Finalmente, el extracto se prob6 en seis lineas celulares cancerosas humanas y se
observo el mayor efecto inhibitorio (53.7%) en la linea SKLU-1 de cancer de pulmén seguido de un
efecto del 44.73% y 42.87% sobre cancer de glia de sistema nervioso central y leucemia

respectivamente.
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Figura 27. Porcentaje de inhibicion de células de distintas lineas cancerosas humanas (U-251: glia
de sistema nervioso central; PC-3: prostata; K-562: leucemia; HCT-15: colon; MCF-7: mama;
SKLU: pulmén).

Evaluacion de la actividad neurotdxica y toxicidad aguda

En ninguno de los cangrejos inyectados se observaron los sintomas tipicos de actividad
neurotoxica como temblores o pardlisis, sin embargo, después de aproximadamente 3 horas,
todos murieron. Se observo casi un 60% de mortalidad de Artemia salina con una concentracion
de 1000 ppm en 48 h (fig. 28).
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Figura 28. Porcentaje de mortalidad de crustaceos de la especie Artemia salina al aplicarse
diferentes concentraciones del extracto.

Registros electrofisiolgicos sobre neuronas de rata

Los registros electrofisioldgicos se realizaron sobre el extracto crudo (PA) y la fraccion 2
(F2) sobre canales idnicos dependientes de voltaje. Los estudios electrofisiologicos sobre canales
de sodio mostraron que el extracto modula la inactivacion del canal de sodio (Nay1.7) regulado por
voltaje (fig. 29). A continuacion se hizo el mismo experimento con F2 obtenida por exclusion
molecular y el resultado fue similar (fig. 30). El efecto tanto del extracto como de F2 es reversible

en mas del 50%, ya que se puede observar que la corriente después del lavado se recupera y
vuelve a parecerse a la condicion control.
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Figura 29. Efecto del veneno total de P. caribaeorum sobre canales de sodio Nay 1.7. A) Curso
temporal de la amplitud de corriente durante la fase de decaimiento de la corriente de sodio. La
corriente se evoco con un pulso cuadrado desde -80 mV a -20 mV por 5 ms cada 4 s. El valor de
la amplitud de corriente se normaliz6 respecto al tamafio de la célula (pA/pF). La aplicacion de la
toxina esta marcada en un recuadro. B) Curvas representativas obtenidas durante la aplicacion del
(1) control, (2) veneno, (3) lavado, (4) TTX.
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Figura 30. Efecto de la fraccion F2 de la filtracion en gel de P. caribaeorum sobre canales de
sodio Nay 1.7. A) Curso temporal de la amplitud de corriente durante la fase de decaimiento de la
corriente de sodio. La corriente se evocd con un pulso cuadrado desde -80 mV a -20mV por 5 ms
cada 4 s. El valor de la amplitud de corriente se normalizé respecto al tamafio de la célula. La
aplicacion de F2 y la TTX estdn marcadas en un recuadro. B) Trazos representativos obtenidos
durante las condiciones (1) control, (2) F2, (3) lavado, y (4) TTX. C) Densidad media de la
corriente bajo condiciones control y después de aplicar el veneno.
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Como se menciono anteriormente, el registro sobre canales de Na,*1.7, se realiz6 con las
fracciones obtenidas de la separacién de F2 por HPLC en fase reversa. La fig. 31, muestra el
resultado obtenido con la Unica fraccion activa (n=4).
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Figura 31. Respuesta de la aplicacion del péptido puro sobre la corriente de sodio. A) Curso
temporal de la amplitud de corriente de sodio normalizada durante la fase de decaimiento de la
inactivacion. B) Trazos representativos de la corriente de sodio durante las condiciones (1) control,
(2) péptido puro 3uM, (3) lavado, (4) TTX 100 nm. TTX produce un bloqueo total de canal.
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Debido a que los canales de sodio y los canales de calcio comparten muchas
caracteristicas estructurales y filogenéticas, se decidié probar el veneno sobre ellos. Las neuronas
del GCS de rata contienen principalmente una poblacién homogénea de canales de calcio Cay2.2
(tipo N), por esta razén se decidié utilizar este modelo experimental. También contienen
una pequefia proporcion de canales tipo L y para bloquear estos canales, se adiciond
nifedipina 5 UM a la solucidn de registro. Los experimentos mostraron una inhibicion de la

corriente de calcio en un 54% = 2 (n = 9) por parte del veneno (fig. 32).
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Figura 32. Efecto del extracto total sobre los canales Ca,2.2 en neuronas del GCS de rata. A)
Curso temporal de la amplitud de la corriente de calcio obtenida por un pulso cuadrado a -10 mV,
desde un potencial de mantenimiento de -80 mV. (1) en presencia de cadmio, (2) después del
lavado, (3) en presencia del extracto total. B) Trazos representativos obtenidos del panel A: (1)
Cd?, (2) lavado, (3) extracto.

De la misma manera, se evaluo el efecto de la fraccion F2 sobre el curso temporal de la
corriente de calcio Cav2.2 (Fig 33A). Se puede observar que al aplicar la F2 se inhibi la corriente
y que este efecto fue reversible después del lavado. Para corroborar que se estaba registrando
una corriente de calcio se aplicd Cd2* 0.1 mM en la solucién de registro. La figura 33B, muestra
trazos representativos obtenidos del curso temporal en la distintas condiciones de

experimentacion.
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Figura 33. Inhibicién de la corriente de calcio por la fraccion F2 de la filtracion en gel en la
corriente de calcio. A) Curso temporal de la corriente de calcio. La amplitud de la corriente se
normalizd respecto al tamafio de la célula. F2, muestra el efecto de la la fraccion sobre la amplitud
de la corriente. B) Trazos representativos obtenidos durante la aplicacion de (1) solucion control,
(2) fraccion 2, (3) lavado, (4) CdCl.. C) Densidad media de la corriente bajo condiciones control y
después de aplicar el extracto. *Estadisticamente significativos con una p< 0.05.

Finalmente, el veneno se probd sobre la corriente de potasio de tipo A en las mismas
neuronas del ganglio cervical superior de rata y con la misma concentracion. Los resultados
mostraron una reduccion en la amplitud de la corriente medida del pico. Esta inhibicion fue

estadisticamente significativa comparada con el control (fig. 34).
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Figura 34. Efecto del extracto total sobre la corriente de potasio tipo A. A) Curso temporal de la
corriente de potasio tipo A medida al pico de la corriente, B) Trazos representativos del curso
temporal en condiciones control, con toxina y en el lavado. C) Resumen de datos de la densidad
de corriente. *Estadisticamente significativo p<0.05.
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VIII. DISCUSION

En los ultimos afios, se han encontrado muchos compuestos peptidicos de origen marino con una
amplia variedad de efectos farmacoldgicos como antitumorales, antibidticos, antiflngicos,
antivirales, inmunosupresores, insecticidas, entre otros (Lazcano-Pérez et al., 2012). La extraccion
de proteinas a partir de su fuente natural, generalmente se hace en medio acuoso o se utiliza un
amortiguador de forma que su actividad no se pierda. En este trabajo se utiliz6 agua para la
extraccion ya que se ha mostrado que no afecta en gran medida la actividad esperada (Standker
et al., 2006; Sanchez-Rodriguez et al., 2006; Morales-Landa et al., 2007; Rodriguez et al., 2014).
Los efectos del veneno extraido con agua sobre canales idnicos, eritrocitos, lineas celulares
cancerigenas Y actividad de fosfolipasa se observaron sin problema lo que indica que la extraccion

del veneno en medio acuoso es un método adecuado para la investigacion de toxicos de cnidarios.

Uno de los ensayos mas comunes para evaluar la actividad toxica, no sélo del veneno de
cnidarios sino de especies venenosas en general, es observar su actividad in vivo. En este trabajo
se selecciond el tipico ensayo de toxicidad sobre crustaceos que durante afios ha sido utilizado
para monitorear la actividad neurotéxica del veneno de medusas y anémonas (Béress y Béress,
1971; Shiomi et al., 2003; Sanchez-Rodriguez et al., 2006). Este ensayo ha sido muy util para la
identificacion de neurotoxinas ya que la aplicacion del veneno en estos organismos provoca
convulsiones en los cangrejos seguidas de parélisis rigida o flacida y, en casi todos los casos, la
muerte. Los cangrejos inyectados con el veneno de P. caribaeorum no presentaron convulsiones.
Sin embargo, se observo una paralisis flacida y posteriormente la muerte de todos ellos, por lo que
este veneno es letal a las concentraciones probadas. Efectos similares se han observado por
Shiomi (2003) con la gigantoxina | de S. gigantea, la cual al ser inyectada en cangrejos no mostré

convulsiones ni fue letal pero se observd la parélisis.

Otro ensayo de toxicidad in vivo del veneno de cnidarios es el ensayo sobre Artemia
salina (Meyer et al., 1982) y es considerado como una herramienta preliminar Gtil para predecir la
actividad toxica de extractos y compuestos quimicos naturales (Solis et al., 1993). Este
procedimiento ha sido utilizado por Sdnchez-Rodriguez y colaboradores en numerosas ocasiones
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como un ensayo de citotoxicidad para evaluar dosis letal de venenos de anémonas (Sanchez-
Rodriguez y Cruz-Vazquez, 2006). Los resultados obtenidos con el veneno de P. caribaeorum
mostraron que el veneno no es toxico en Artemia a corto plazo. Esto puede deberse a la forma en
la que el veneno entra al organismo. En este caso, los compuestos toxicos entran de forma oral y
es posible que se desnaturalicen o descompongan mediante un proceso digestivo. Esto no
sucedio cuando el veneno fue aplicado de forma parenteral en los cangrejos.

Las propiedades hemoliticas de los extractos de cnidarios estan ampliamente reportadas
y estudiadas para diferentes especies (Santamaria et al., 2002; Suput, 2009) aungue no en todos
los casos se ha determinado el mecanismo de accion de las toxinas citoliticas que los conforman.
Muchas de estas toxinas pueden tener actividad como fosfolipasas (enzimas que catalizan la
hidrélisis de fosfolipidos de membrana) o porinas (proteinas que forman poros en la membrana
celular). Se ha visto la existencia de ellas en muchas especies de cnidarios de diferentes clases y
se piensa que participan en procesos de captura y digestion de sus presas ademas del sindrome
de envenenamiento en el sitio del contacto con cnidarios (Nevalainen et al., 2004). El veneno de P.
caribaeorum contiene al menos tres sustancias de este tipo de acuerdo con los resultados que
obtuvimos de los experimentos realizados. La actividad hemolitica del extracto fue muy evidente y
es dependiente de la concentracion. Las hemolisinas de este organismo parecen tener pesos
moleculares por debajo de los 30 KDa, ya que la fraccién hemoliticamente activa de las fracciones
obtenidas al pasar el veneno por una columna de Sephadex G50 se encuentra en este intervalo
de pesos. Las hemolisinas de este veneno parecen ser estables a temperaturas menores a los
60°C al igual que las hemolisinas conocidas de otras anémonas (Kem, 2002; Sanchez-Rodriguez,
comunicacion personal) y no pierden totalmente su actividad calentandolas a temperaturas
superiores a los 60°C. EI mecanismo de accion de estas hemolisinas es aln desconocido y se
requiere de la realizacion de experimentos especificos una vez que las toxinas se encuentren

totalmente purificadas.

Por otro lado, la actividad de fosfolipasa del veneno fue otra caracteristica estudiada. Las
fosfolipasas de tipo A2, que son del tipo de las que se han encontrado en cnidarios, se unen a los
fosfolipidos, los hidrolizan y dan como productos un lisofosfolipido y un acido graso como el acido
araquidonico (Murakami y Kudo, 2002). Los metabolitos derivados del acido araquidonico como
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las prostaglandinas y los tromboxanos, controlan una gran variedad de funciones celulares como
el proceso de inflamacion (Smith et al., 2000). Estos procesos son los que estan implicados en el
sindrome de envenenamiento por contacto con cnidarios. Las razones por la que sustancias de
este tipo se encuentren en el veneno de los nematocistos comprenden el matar a la presa o el de
repeler a sus depredadores, sin embargo, se sabe que las fosfolipasas también constituyen parte
del sistema digestivo de los cnidarios (Nevalainen, 2004).

Los ensayos de actividad antiparasitaria con G. intestinalis mostraron que el veneno
contiene sustancias capaces de eliminar al parasito. La ICg fue de aproximadamente 300ug/ml,
cantidad elevada comparada con el metronidazol. Sin embargo, es importante mencionar que es
un extracto total. Cuando observamos al microscopio a los trofozoitos expuestos al veneno, se
observo el cambio de forma de los mismos. Los trofozoitos que no se expusieron al veneno de P.
caribaeorum mostraron una morfologia tipica de los: forma piriforme, presencia de los 4 pares de
flagelos, disco suctor integro en la region ventral, citoplasma refringente. Los trofozoitos
expuestos a 500 pg/mly 1000 pg/ml mostraron una forma redondeada, presencia de vacuolas y
algunos se encontraron lisados. Esto indica que la sustancia activa afecta a nivel de membrana al
parasito de forma que podria estar formando poros y finalmente lisar a los organismos. Las
citolisinas y/o las fosfolipasas contenidas en el extracto podrian ser las responsables de este
efecto por lo que seria muy interesante purificar estos compuestos y realizar las pruebas
nuevamente. Las citolisinas generalmente generan poros en las membranas de las células y
afectan el equilibrio osmético de las mismas lo que explica no sélo la actividad hemolitica en los
eritrocitos sino que también podria explicar la actividad antiparasitaria. No existen muchos
reportes sobre efectos de venenos y toxinas purificadas de cnidarios sobre parasitos, sin embargo,
el estudio de extractos con actividad antibacteriana obtenidos a partir de cnidarios comienza a
realizarse. Ovchinnikova et al. (2006) reportaron la purificacion de un péptido con actividad
antimicrobiana de 40 residuos de aminoacidos a partir de la mesoglea de la medusa Aurelia aurita.
La aurelina mostré actividad contra bacterias Gram positivas y negativas. No mostrd homologia
secuencial con algun otro péptido antimicrobiano reportado pero tiene una similitud parcial con las

defensinas y las toxinas bloqueadoras de K* de otras anémonas.
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Los animales que producen veneno son conocidos por los efectos negativos que causan
cuando existe un contacto con ellos como las reacciones alérgicas, dermatitis, hemorragias,
coagulacion intravascular, necrosis, paro respiratorio, entre otros. Por esta razon son una fuente
de sustancias con propiedades farmacoldgicas muy diversas y sus toxinas han sido utilizadas en
la investigacion de nuevas moléculas para el tratamiento de muchas enfermedades incluyendo al
cancer y el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (Veiga et al., 2009). La terapia contra el
cancer es una de las principales areas de estudio en donde se utilizan péptidos y proteinas de
extractos animales. Algunos de estos compuestos se unen especificamente a las membranas de
células cancerosas de forma que afectan su migracion a otros tejidos y su proliferacion. Algunos
péptidos de animales venenosos como los escorpiones, abejas, arafias y anémonas han sido
purificados y caracterizados (Deshane et al., 2003). En cuanto a los venenos de anémonas, se
han realizado estudios de actividad en lineas celulares cancerosas humanas con resultados
positivos, es decir, se ha encontrado que pueden inhibir el crecimiento de las células malignas. En
el caso de Palythoa, el veneno total inhibi6 mas del 50% del cancer de pulmon. Este resultado
indica que el veneno contiene sustancias con gran actividad contra células malignas de esta linea
celular y que ademas no dafia a otras células sanas como los linfocitos y macrdfagos que son
células altamente susceptibles a las quimioterapias conocidas. No podemos determinar aun
cuales son las moléculas responsables de este proceso, sin embargo, sabemos que las citolisinas
pueden unirse a moléculas receptoras en las membranas de las células y generar poros o romper
las membranas de forma que destruyan el equilibrio osmoético de estas. El veneno de P.
caribaeorum contiene toxinas citoliticas que funcionan de esta forma por lo que un primer intento
de encontrar a estas moléculas citotoxicas seria probar las toxinas purificadas sobre las lineas
celulares en estudio. Estudios previos ya han demostrado la efectividad de las citolisinas de
anémonas para inhibir células malignas (Panchal, et al., 1996).

Los cnidarios son considerados organismos carnivoros y para poder atrapar a sus presas
es necesario inmovilizarlas y matarlas. Por esta razon, sus venenos contienen toxinas que alteran
el funcionamiento del sistema nervioso de aquellos organismos que les sirven de alimento como
crustaceos y peces. Es bien sabido que las toxinas de los antozoarios, como las anémonas,
alteran los canales ionicos de células excitables pero los venenos de los zoantideos ain no han

sido investigados en este sentido. El veneno obtenido de P. caribaeorum se prob6 en los tres tipos
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principales de canales ionicos regulados por voltaje (Na.*, K" y Ca2*) y se obtuvieron resultados
muy interesantes. Los experimentos mostraron que P. caribaeorum tiene toxinas que son capaces
de afectar los tres tipos de canales. Esta es la primera vez que se muestra en cnidarios que un

mismo veneno puede afectar simultaneamente tres tipos de canales.

El efecto del extracto sobre canales Na,* 1.7 coincide con el efecto que producen todas
las toxinas de anémonas que han sido reportadas hasta ahora con accion sobre esta familia de
canales. Este veneno retardo el proceso de inactivacion del canal de sodio, de forma que los iones
Na* continan fluyendo al interior de la célula durante méas tiempo, por lo que el potencial de
accion dura méas. La consecuencia fisiologica de este proceso generalmente se ve reflejada en la

paralisis de la presa y generalmente culmina con la muerte por paro cardiaco o respiratorio.

El fraccionamiento del veneno de P. caribaeorum mediante cromatografia de filtracion en
gel dio tres fracciones, de las cuales, la fraccion 2 tuvo el mismo efecto en los canales de Na* y
Ca?* que el veneno total en las neuronas de rata. Este tipo de neuronas contienen principalmente
canales Nay1.7 (Catterall et al., 2005; Toledo-Aral et al., 1997) y canales Ca,2.2 (Plummer et al.,
1989; Regan et al., 1991). Esta distribucion permitié un estudio del efecto del veneno y las toxinas
en una poblacién homogénea de canales idnicos. La fraccion 2 incrementd la corriente de sodio en
menos de 40 s y el efecto fue reversible después del lavado (n=5). Como la amplitud de la
corriente depende del tamafio de la célula, se compard la densidad de la corriente dividiendo su
amplitud entre la capacitancia de la membrana. La amplitud se midié durante la fase de
decaimiento como el valor medio de los puntos registrados en 1.7 y 2 ms después de la aplicacion
del pulso. La fraccion 2 indujo cambios importantes en la fase de decaimiento de la corriente de
sodio. La densidad de la corriente durante su aplicacion tuvo el doble de intensidad comparada
con el decaimiento en el control. De la misma forma que lo que se ha reportado para todas las
toxinas de anémonas que actuan sobre canales de sodio regulados por voltaje, el veneno de P.
caribaeorum también presenté como blanco los canales de sodio retardando su inactivacion, de
acuerdo con el mecanismo general propuesto para la interrupcion de la comunicacion del sistema
nervioso para paralizar a sus presas. Una vez visto este resultado, esta fraccion dos fue purificada
mediante fase reversa para identificar al componente responsable de dicho efecto. Los
experimentos electrofisioldgicos en los canales Nay1.7 mostraron que un péptido presente en esta
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fraccion es el responsable de la cinética lenta de inactivacion en este tipo de canales. Este péptido
consiste de 32 aminodcidos con un peso molecular de 3648 Da y cuya secuencia €s
GELIKMVYARNQFPMSTCDRACWSAVILNKEG. La masa promedio tedrica de este péptido es de
3632.27 Da sin formar un puente disulfuro. Una posible explicacion a esta diferencia de masas es
que exista una oxidacion en alguna de las metioninas del péptido (M6 6 M15) y que el péptido no
esté formando un puente disulfuro. Es de gran importancia sefialar que esta secuencia no se
asemeja a ninguna otra toxina reportada de cnidarios y representa una nueva familia de toxinas de
cnidarios que afectan canales de sodio. Esta toxina se caracterizaria por no formar puentes
disulfuro (en contraste con las demés toxinas de cnidarios que afectan canales de sodio las cuales

tienen tres o cuatro puentes disulfuro).

El péptido aislado de P. caribaeorum fue capaz de retardar la inactivacion del canal en las
neuronas de GSC de rata a una concentracion de 3uM, sin embargo, se observo una respuesta
menor que la observada con la fraccion 2 y el veneno total. Esto podria deberse a que el péptido
se aplicd a una concentracion demasiado baja. La exposicion de la célula a la solucion de registro
no mostrd la inactivacion mientras que los experimentos con el péptido puro mostraron una

actividad similar en tres neuronas mas.

Ya que los canales de sodio y de calcio comparten muchas caracteristicas estructurales,
se decidio probar el veneno sobre canales de calcio. Las neuronas del ganglio cervical superior de
rata contiene principalmente canales Cav2.2 (tipo N) y en menor proporcion, canales Cavl (tipo L).
Para eliminar las posibles interferencias con los canales tipo L, se agregaron 5 uM de nifedipina a
la solucién que se perfundid. La corriente se evocd con un pulso cuadrado desde -80 mV a -0 mV
cada 4 sy se defini6 como la componente de la corriente sensible a 100 uM CdCly. El efecto del
veneno sobre los canales Cav2.2 fue muy interesante. Se observo un bloqueo de la corriente en
menos de 40 ms (n=9) y este efecto fue reversible con el lavado. Este resultado es muy novedoso
ya que demuestra que los venenos de cnidarios pueden contener neurotoxinas que afecten los
canales de calcio. Actualmente, no existe ningun reporte de algun veneno o toxina de este filo que
haya sido probado sobre estos canales por lo que esta es la primera vez que se reporta este
efecto.
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Los canales de potasio utilizados para los experimentos aqui descritos son los que
producen una corriente temporal saliente o tipo A (la). Este tipo de canales son rectificadores y se
encuentran inactivados durante los potenciales normales de reposo. Esta corriente |a muestra una
activacion extremadamente rapida después de la despolarizacion y rapidamente se inactiva
(Rogawski, 1985). En el presente trabajo, descubrimos que el veneno de P. caribaeorum inhibe
la corriente saliente transiente tipo A de potasio de neuronas de ganglio cervical superior de rata.
Este tipo de corriente es producida por los subtipos Kyv1.4, K\3.3, K\3.4, Kv4.1, Kv4.2 y K43y
aunque no es posible discernir el tipo especifico de canal del que se trata con el protocolo que se
hizo en este trabajo, experimentos futuros podrian realizarse para determinarlo. Este es un
descubrimiento novedoso ya que sdlo un par de toxinas de arafia (SNX-482 de Hysterocrates
gigas y Tx3-1 de Phoneutra nigriventer) han mostrado un efecto similar (Kimm y Mean, 2014;
Gomes, et al., 2013). Esta es la primera vez que se reporta la actividad inhibitoria de la corriente
de tipo A de potasio por el veneno de un cnidario.

Las neurotoxinas han sido moléculas esenciales para la identificacion y purificacion de
blancos moleculares que se encuentran en células excitables y también han sido muy importantes
para el andlisis de la distribucion de estos blancos asi como la caracterizacion de sus distintas
isoformas y funciones fisiolégicas. La habilidad de estas toxinas para unirse con tal afinidad a su
blanco ha sido crucial para la caracterizacion de diversas moléculas de importancia farmacoldgica
y en particular de los canales ionicos. Los canales de sodio regulados por voltaje (Nay) son los
responsables del inicio de los potenciales de accion y su propagacion en las células
eléctricamente excitables (Catterall et al., 2005) por lo que son un blanco importante de los
venenos de muchos animales incluyendo a los cnidarios. Todas las toxinas de anémonas aisladas
hasta el momento que afectan los canales de sodio regulados por voltaje lo hacen a través de la
inactivacion del canal, mismo efecto que nuestro extracto muestra. Se sabe que estas toxinas
actuan especificamente en el sitio 3 ubicado entre los segmentos 3 y 4 del dominio IV del canal
(Wanke et al., 2009) y ademas actlan sobre siete de las nueve isoformas que se conocen del
canal (Nay1.1-Na,1.7). Es muy probable entonces que P. caribaeorum contenga al menos una
toxina que afecte los canales de sodio de esta forma aunque no necesariamente sea de las

mismas familias de toxinas reportadas hasta el momento.
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Los iones de calcio que entran a la célula a través de los canales de calcio regulados por
voltaje (Cay) funcionan como segundos mensajeros de las sefiales eléctricas e inician diferentes
eventos celulares (Catterall, 2012). Si el organismo tiene una toxina que modula canales de calcio,

seria la primera toxina reportada hasta ahora en un cnidario que afecte estos canales.

Procedimientos de purificacion posteriores mostraran la naturaleza quimica de los
compuestos responsables de los efectos observados en este trabajo. Los trabajos con toxinas en
anémonas han sido importantes como herramientas para el estudio de la estructura y funcion de
los canales ionicos, interaccion membrana-receptor y podrian representar una fuente de

compuestos terapéuticos novedosos.

El trabajo mostré que P. caribaeorum posee compuestos con actividades citoliticas,
neurotoxicas y antiparasitarias. La naturaleza quimica de dichos compuestos esta adn por
elucidarse. Se han estudiado toxinas de aproximadamente 40 especies de anémonas, a pesar de
tenerse reportadas aproximadamente unas 800 especies en el mundo. Ya que muchos estudios
sugieren la distribucion de péptidos toxicos en todas las anémonas, el descubrimiento de nuevas
moléculas con diversos efectos sobre distintos blancos moleculares especificos podria ser muy
prometedor con todas aquellas especies aun no estudiadas, incluyendo otros cnidarios.
Posiblemente estos organismos y todos aquellos que ain no han sido estudiados como las
anémonas coloniales, son una fuente potencial de nuevas sustancias con diferentes mecanismos

de actividad biolégica y novedosas estructuras moleculares.

El estudio de los organismos marinos ha despertado interés en los ultimos 25 afios. De
todos ellos se han aislado compuestos con estructuras quimica novedosas y con grandes
diferencias respecto de los compuestos derivados de organismos terrestres incluyendo plantas y
animales. La actividad encontrada va desde compuestos antihelminticos, antibacterianos,
antiparasitarios, antimicoticos, antivirales, antiinflamatorios, antiplaquetarios; muchos de ellos con
actividad contra patologias humanas que afectan los sistemas cardiovascular, enddcrino, inmune y
nervioso (Mayer et al., 2009) e incluso muchos de ellos con actividad antitumoral en fases
preclinica y clinica (I'y Il) (Nuijen et al., 2000; Newman y Cragg, 2004).
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De entre todos los organismos marinos venenosos, los cnidarios y en especial las
medusas, representan un asunto global de salud y econémica en varias regiones como Australia y
otras regiones tropicales en donde existen especies capaces de producir problemas severos de
salud y envenenamiento (Brinkman y Burnell, 2009; Mariotinni y Pane, 2010). Por esta razon,
actualmente los cnidarios son vistos como una importante fuente potencial de productos
farmacéuticos (Rocha et al., 2011). Por ejemplo, la pseudopterosina aislada del gorgdnido o coral
blando Pseudoterogorgia elisabethae se encuentra en fase preclinica por su actividad antimalarica,
antituberculosis, antiviral y anticancerigena, mientras que la eleutherobina y las sarcodictinas
aisladas de varios corales se encuentran en fase clinica (Rodriguez et al., 2004; Mayer y
Gustafson, 2008). Por otro lado, una toxina de origen peptidico aislada de Stichodactyla
helianthus bloquea los canales Ky1.3 en linfocitos T humanos y es una herramienta potencial muy
util para el tratamiento de enfermedades autoinmunes como la esclerosis multiple (Beeton et al.,
2005; Pennington et al., 1996).

Aunque las anémonas no se encuentran en contacto con los insectos, son depredadores
de crustaceos, los cuales también pertenecen al filo Arthropoda y por lo tanto se piensa que sus
venenos pueden de igual manera afectar los canales iénicos de insectos con el fin de desarrollar
insecticidas. Las toxinas Sh-I de S. gigantea y Cg-ll de Condylactis gigantea son letales en
crustaceos y cucarachas y no son toxicas en ratones. Experimentos con Periplaneta americana
mostraron que ambas toxinas retrasan la inactivacion de los canales Nay (Salgado y Kem, 1992).
La toxina ATX-Il de Anemonia sulcata bloquea canales de sodio de Drosophila melanogaster y
tiene una alta afinidad por membranas neuronales en cucarachas (Warmke et al., 1997). La toxina
Av3 de Anemonia viridis actua sobre el sitio 3 de canales Nay y es activa en crustaceos e insectos
pero no en mamiferos. Es altamente toxica en larvas de mosca azul de la carne, se une a
membranas neuronales de cucarachas e inhibe la inactivacion de canales de Nay en Drosophila
(Moran et al., 2007).

Finalmente, los venenos de origen animal tienen una gran diversidad de sustancias
activas con efectos muy variados en la fisiologia celular por lo que es importante identificar los
componentes de estos venenos y sus blancos especificos con la finalidad de encontrar candidatos
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para pruebas clinicas en el tratamiento de enfermedades. Con el avance de la biologia molecular
es posible producir toxinas recombinantes a gran escala para su uso terapéutico (Banerjee et al.,
2004). La aplicacion clinica de estas toxinas ya es evidente en el tratamiento de patologias como
la hipertension y la trombosis; su aplicacion como analgésicos y actualmente esta en auge su
aplicacion para el tratamiento de enfermedades infecciosas y aquellas relacionadas con patologias
de los canales ionicos, SIDA'y cancer.
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IX. CONCLUSIONES

El veneno de Palythoa caribaeorum contiene una amplia variedad de toxinas que tienen actividad
neurotoxica y citotoxica.

El estudio electrofisiolégico mostré que el veneno es capaz de afectar los tres principales tipos de
canales ionicos regulados por voltaje (Nay, Ky y Cay).

El veneno de P. caribaeorum contiene al menos una toxina de 3.6 KDa que modula a los canales
de Nay 1.7 que es responsable de una cinética de inactivacion muy lenta en este tipo de canal y
CUyo mecanismo es consistente con otras toxinas de anémonas.

La toxina aislada con actividad sobre canales Nay 1.7 tiene una estructura diferente a las de otras
toxinas de sodio aisladas de anémonas.

El veneno contiene sustancias con propiedades bioldgicas tales como antineoplasicas y
antiparasitarias que podrian ser explotadas como posibles farmacos.
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