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Resumen

Resumen

El filo de los Cnidarios que incluyen a las medusas, corales y anémonas han
cobrado relevancia debido a que constituyen una fuente potencial de moléculas
activas por las toxinas que liberan las estructuras de secrecion (nematocistos) que
poseen. Un ejemplo de ello es el farmaco Dalazatida, un péptido sintético aislado
de la toxina de la anémona de mar Stichodactyla helianthus efectivo para el
tratamiento de la psoriasis. Es por ello que resulta de gran interés el estudio de este

filo y en especial de las anémonas de mar.

El actual descubrimiento de la anémona Anthopleura texaensis encontrada en la
costa yucateca es el objeto de estudio de este trabajo, pues no se tiene registrada
ninguna informacion acerca de esta especie. Dicho lo anterior, para conseguir unas
condiciones Optimas de disparo de nematocistos se empleé a la anémona
Bunodosoma cavernata resultando el Acido acético al 1.25% y Metanol al 25% como

los idéneos para la induccioén del disparo eficiente de los nematocistos.

Se colectaron 280 ejemplares de A. texaensis realizando la generacién del extracto
crudo mediante el disparo de nematocistos utilizando Metanol al 25%. Una vez
obtenido el extracto crudo se hizo un prefraccionamiento mediante extraccion en
fase sdlida de fase reversa C18-T, sin embargo, se obtuvo un rendimiento menor al
5%. A las fracciones obtenidas, asi como al extracto crudo se le realizaron ensayos
de neurotoxicidad en el cangrejo O.quadrata y en A. salina con la finalidad de
identificar las fracciones activas, resultando conveniente utilizar a la A. salina. El

extracto crudo mostré tener efectos de inmovilidad y sedacion.

Se obtuvieron dos fracciones activas que fueron separadas mediante Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficacia semipreparativa en fase reversa para finalmente
obtener un perfil cromatografico por Cromatografia de Liquidos acoplada a
Espectrometria de Masas de Alta Resolucion que a través de la base de datos
MetLit que revelo la presencia de la 5'-Deoxi-5'-(metilsufinil) adenosina.




Introduccién

1. Introduccién

El ecosistema acuatico constituye una compleja y diversa fuente de recursos
utilizados para la humanidad. Dentro de estos recursos, hay algunos organismos
marinos que disponen de sustancias bioactivas con posibles propiedades
terapéuticas, pues estos han ido evolucionando, adaptdndose al medio y a las
condiciones en que se encuentran. Lo anterior, los ha llevado a desarrollar
mecanismos bioquimicos vy fisiolégicos que les permite producir compuestos
bioactivos para diversos propoésitos, tales como: proteccidn, depredacion,
reproduccion y comunicacién. Sin embargo, a pesar de que los océanos abarcan
una gran cantidad de la superficie terrestre, su exploracion comenzo en 1970, con

el surgimiento del esnorquel y el buceo [1].

Los primeros hallazgos que se obtuvieron de moléculas bioactivas fueron de
organismos abundantes sencillos de recolectar, ya que en esa época no se tenian
las herramientas para poder explorar en areas mas profundas del océano. Estos
organismos fueron grandes algas rojas, esponjas y corales blandos donde se
encontraron metabolitos con estructuras particulares, como los terpenos altamente
halogenados y acetogeninas de las algas rojas, asi como prostaglandinas
encontradas en el coral Plexaura homomalla [2]. Gracias a estos descubrimientos,
ha surgido mayor interés en estudiar a las especies de origen marino. En particular
los animales invertebrados comprenden alrededor del 60% de todo el océano y se
les atribuye como la fuente de 11,000 nuevos productos naturales [3].

Entre algunos farmacos extraidos del mar, se encuentran el Prialt®; un péptido
natural aislado del veneno del caracol Conus magus utilizado como potente
analgesico, [4]. Otro ejemplo, es el farmaco Yondelis®; un alcaloide aislado del
tunicado marino caribefio Ecteinascidia turbinata, siendo el primer anticancerigeno
aprobado por la Union Europea para el tratamiento de sarcoma de tejidos blandos
y cancer de ovario recurrente [5]. Otro exitoso farmaco extraido de fuentes marinas
es el Carragelose® un polisacarido sulfatado de algas rojas utilizado como un

medicamento antiviral para el tratamiento de infecciones respiratorias [6].
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Por lo tanto, los avances cientificos en los Ultimos afios han permitido la obtencién
de nuevos farmacos marinos que se van posicionando en el mercado. Por ejemplo,
a finales de Enero del 2021, la empresa farmacéutica espafiola PharmaMar, dio a
conocer que el farmaco denominado Plitidepsina, que contiene como principio
activo un anticancerigeno utilizado contra el mieloma multiple y que su origen
proviene de la ascidia Aplidium albicans, ha demostrado en modelos preclinicos ser
mas potente contra el Severe Acute Respiratory Syndrome Coranavirus 2 (SARS-
CoV-2 ) que el Remdesivir, el antiviral utilizado de primera linea [7]. Esta empresa
planea demostrar su eficacia con ensayos en Fase lll para su prueba en pacientes,

necesaria para la comercializacion final del producto.

Uno de los grupos interesantes que se ha estado estudiando debido a las sustancias
gue secretan es el filo de los Cnidarios, dentro de los que se incluyen a las medusas,
los corales y las anémonas [8]. Son un grupo de animales invertebrados simétricos
muy diversos que, segun algunos datos moleculares y fosiles, sitian su origen en
el periodo Ediacarico, convirtiéendolos en el grupo méas antiguo de animales

venenosos [9].

Este filo se subdivide en tres clases: Hydrozoa, Scyphozoa y Anthozoa. La clase
Anthozoa incluye 6,000 especies conocidas de anémonas de mar que tienen como
caracteristica ser animales cosmopolitas y depredadores, asi como una
organizacioén solitaria o colonial, pero con gran diversidad morfolégica en cuanto a
color, tamafio y forma [10]. Dichos animales tienen células especializadas conocidas
como cnidocitos, organulos con la propiedad de ser urticantes y adhesivas. Dentro
de los cnidocitos se encuentran estructuras de secrecion llamados nematocistos,
estos poseen importancia médica debido a que penetran en la piel del humano y
que han llegado a ser fatales en el caso de las medusas. Los nematocistos
contienen una capsula de pared doble donde se alojan las toxinas con un filamento
para conferir proteccién contra los depredadores y la captura de presas, ya que este

filamento es descargado como respuesta a un estimulo mecanico y/o quimico.
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Al ser estudiadas las toxinas que producen estos organulos, se ha encontrado que
contienen una alta concentracién de polipéptidos y proteinas como enzimas,

hemolisinas, fosfolipasas A2 (FLA2) y neurotoxinas [11].

Se han aislado varias toxinas de anémona de mar en las que el peso molecular de
las toxinas varia de 3,000 a 300,000 Da [12]. Estas toxinas poseen una diversidad
estructural que ha permitido ejercer acciones especificas y potentes a nivel de canal
idnico dependientes de voltaje con un peso molecular de 5,000 Da y citolisinas
activas en la membrana con pesos moleculares de entre 15-20,000 Da que les
permite tener una variedad de actividades biologicas: antitumorales,
antiparasitarios, como agentes microbianos, entre otras. Por ejemplo, Dalazatida
(anteriormente conocido como ShK-186 y SL5) que es un péptido sintético de 37
aminodcidos inhibidor especifico del canal de potasio Kv1.3 dependiente de voltaje
y que se emplea para el tratamiento de la psoriasis, fue derivado de la toxina del

canal de K+ (ShK); aislada de la anémona de mar Stichodactyla helianthus [13].

Por lo anterior, se ha tenido gran interés en las toxinas de los cnidarios, pues a
pesar de que se han estudiado a lo largo de estos afios, aun queda mucho que
conocer acerca de los componentes individuales de cada toxina de estos
organismos. Tal es el caso de la anémona Anthopleura texaensis, encontrada por
primera vez en el arrecife de la Gallega en Veracruz y en la costa Yucateca [14],
debido a que se desconoce el perfil de toxinas de A. texaensis, cualquier hallazgo
gue contribuya a la base de conocimiento sobre esta especie representa una buena
oportunidad para su andlisis, por lo que se procedié a realizar una separacion
biodirigida del extracto activo de la anémona para la posterior identificacion vy

obtencién de compuestos biolégicamente activos.
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2. Antecedentes
2.1.Phylum Cnidaria

El phylum Cnidaria comprende aproximadamente 13,400 especies, dentro de las
cuales, la mayoria esta constituida por organismos acuaticos [15] en los que se
encuentran las medusas, las anémonas, los corales entre otras especies. Ademas,
incluye cinco clases principales: Hydrozoa, Anthozoa, Scyphozoa, Cubozoa y
Staurozoa [16]. Los dos primeros suelen formar diferentes tipos de colonias,
mientras que, por el contrario, los Scyphozoa, Cubozoa y Staurozoa viven como

organismos solitarios.

Los cnidarios se encuentran en todas las latitudes, desde aguas medias o cerca de
la superficie, hasta cerca del fondo marino. Diversas especies poseen un ciclo de
vida dimorfico, en el que se presenta dos fases adultas con morfologia diferente: un
estado polipoide y uno medusoide. Las clases Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa y
Staurozoa tienen una etapa pelagica que nada libremente (medusa), que coexiste

con la etapa de pélipo, a diferencia de los Anthozoa que solo tiene la etapa de pdlipo.

Una de las caracteristicas particulares que distingue a los cnidarios son las células
especializadas conocidas como cnidocitos ("células urticantes") que contienen
organulos llamados nematocistos, espirocistos y pticocistos. La clasificacion de los
cnidos se basa en la forma del eje y el tipo, asi como la distribucion de las espinas
[17]. Dentro de las que destacan los nematocistos, ya que tienen como
caracteristica penetrar la piel del humano. Los nematocistos poseen una cépsula
gruesa de pared doble donde se alojan las toxinas con un filamento hueco enrollado
en espiral. Estos pueden variar en cuanto a la forma que se expande hacia el
exterior de la célula para conferir proteccion contra los depredadores y captura de
presas [18]. Ademas, la inyeccidn de las toxinas induce paralisis en la mayoria de
los organismos. Por el contrario, la capsula de los espirocistos tiene una pared Unica
gue es mas delgada, cuya funcion es capturar a la presa por adhesion, ademas el
filamento tiene una composicion quimicamente diferente [19]. Mientras que los

pticocistos se enfocan en la adhesion, incluso pueden adherirse a la arena.
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2.1.1 Disparo de nematocistos

Los nematocistos son estructuras de secrecion punzantes producidas por el aparato
de Golgi de los cnidocitos que pueden activarse por diversos factores, como presion
o cambios de osmolaridad [20]. Estos organulos especializados, son utilizados por
el filo Cnidaria para una variedad de funciones importantes, dentro de las que se
encuentran la depredacion y la defensa, ya que estos liberan una mezcla compleja
de compuestos, principalmente proteicos. Los nematocistos son las estructuras de
inyeccidon de toxinas mas rapidas conocidas en el reino animal [21] y tienen una
amplia variedad estructural en cuanto a morfologia y funcion, pues se conocen 30
tipos diferentes, ademas, con frecuencia se encuentran multiples tipos en el mismo
organismo [22]. El proceso de eyeccion es similar para cualquier tipo de nematocisto
[Figura 1], en el que se tiene como primera instancia que el opérculo se abre,
permitiendo la descarga de los estiletes que van a perforar la membrana de la presa
y es cuando el tibulo entra en la presa para liberar las toxinas, todo esto en

fracciones de segundo [23].

Debido a las cantidades tan pequefias de toxinas que producen los cnidarios,
representan un desafio para su constante estudio, ya que no existe una glandula
grande que secrete cantidades en miligramos de estos compuestos, lo que dificulta
su purificacion y aislamiento para su cuantificacion final. Es por ello que se han
utilizado los ensayos de Lowry y Bradford para la cuantificacion de proteinas
utilizando diversos cnidarios; por ejemplo, se utilizé6 un microensayo de Bradford
para el coral Pseudodiploria strigosa, la anémona Aiptasia pallida y la medusa
Cassiopea xamachana [24]. Por su parte, para la anémona Anthothoe chilensis se

utilizé el método de Lowry para la cuantificacion de sus proteinas [25].

Se han incrementado las investigaciones y técnicas para la obtencion de estos
compuestos bioactivos de los cnidarios utilizando la descarga de nematocistos
mediante estimulacion fisica (ruptura mecéanica, homogeneizacion y maceracion),

descarga eléctrica mediante varillas de grafito o agentes quimicos como el etanol.
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Con el avance de la tecnologia, la secuenciacion, asi como la identificacion y
caracterizacion de toxinas con herramientas de transcriptomica y protedémica han
proporcionado un conjunto de herramientas eficientes y robustas para obtener
nuevas moléculas bioactivas con posibles efectos terapéuticos disminuyendo asi, el

tiempo de estudio.

_—

Figura 1. Proceso de descarga de nematocistos: Cuando el cnidocilio entra en contacto con la
membrana, el opérculo se abre, permitiendo la descarga de los estiletes que van a perforar la
membrana de la presa y es cuando el tibulo entra en la presa para liberar las toxinas [26].

2.2. Anémonas

Las anémonas de mar, muchas veces conocidas como “flores del mar”, son
animales pertenecientes al filo Cnidaria y a la clase Anthozoa, que a diferencia de
los demas cnidarios, carecen de una etapa de medusa de nado libre. Dentro de los
Anthozoa, las anémonas forman el orden hexacorallia que contiene solo poélipos

sésiles y bentoénicos.

Los polipos pueden ser de un solo sexo o hermafroditas, por lo que pueden
reproducirse sexual o asexualmente. Su ciclo de vida sexual incluye cuatro etapas
principales: huevo fertilizado, planula, pélipo y adulto. Mientras que para la asexual
puede llevarse a cabo por gemacién, fragmentacion o por fision binaria longitudinal
y transversal [27]. Carecen de cefalizacion, sistema nervioso centralizado y de
organos respiratorios, por lo que dependen en gran medida de las toxinas para

capturar a sus presas y defenderse de sus depredadores [10].
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La anatomia de un antozoo [Figura 2], se representa con una estructura cilindrica
cuya base es el disco pedal del que se adhiere a las rocas y su distribucion se basa
en una estructura tubular, eje boral aboral, es decir, sin ano, epidermis interior, y
cavidad gastrovascular, llamada también celenteron. Ademas, poseen dos capas
de células (son animales diblasticos), una exterior, lamada ectodermo y otra interior
conocida como endodermo, que delimita la cavidad géastrica. Estas capas se
encuentran separadas por un tejido conjuntivo conocido como mesoglea, la cual da
la consistencia gelatinosa caracteristica que sostiene y le da forma al organismo,
mientras que la boca del polipo esta rodeada de tentaculos, que facilitan la captura
de presas. Para el caso de los antozoos, poseen una superficie de estabilizacién
que la une al suelo, justo después del momento en que la larva encuentra el nuevo

sitio para el establecimiento [10].

Tentaculo Boca

Faringe
Mesoglea

Epidermis

Gastrodermis
Cavidad

4 gastrovascular

Discopedio

Figura 2. Anatomia de una anémona: Se basa en la adhesién del discopedio a una superficie, en
donde el cuerpo es una estructura tubular, rodeada por la epidermis que contiene la cavidad
gastrovascular y la mesoglea que le da el soporte a la estructura. Su boca esta rodeada por

tentaculos. [28].
En cuanto a su alimentacion, mediante los musculos longitudinales, asi como los
transversales, la anémona realiza contracciones que facilitan el movimiento de la

presa, a través del celenteron para su posterior asimilacion.

Adicionalmente, las anémonas tienen un papel importante en el desarrollo de

algunos peces y crustaceos, pues forman una relacion simbionte en la que la
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anémona brinda proteccién contra sus depredadores, ademas de obtener sus

nutrientes faltantes, como es el caso de las algas con las que suele asociarse [9].

Disco pedal

Figura 3. Estructura externa de la anémona A. texaensis: El disco pedal se adhiere alarocay se
observa la boca rodeada del disco oral y sus tentaculos.
El primer registro de la especie Anthopleura texaensis para México fue en el arrecife
de La Gallega, Sistema Arrecifal Veracruzano, dicha anémona posee tentaculos
lisos, delgados, ordenados hexameramente con puntas afiladas de color verde
oliva, algunas veces con manchas circulares blancas a lo largo de su extension un
disco pedal bien desarrollado de color beige [Figura 3]. Actualmente, existen tres
especies del género Anthopleura para el Golfo de México y el Mar Caribe:

Anthopleura krebsi, Anthopleura pallida y Anthopleura texaensis [7].

2.3.Toxinas de organismos marinos y anémonas de mar

A lo largo de la historia, la naturaleza y la medicina han tenido una estrecha relacion
con el uso de biomoléculas terapéuticas obtenidas de productos naturales utilizados
desde afios atras, ya que desde la antigua Grecia y los primeros periodos de
Bizancio, el uso y aplicacién terapéutica de organismos marinos estuvo arraigada
en las poblaciones mediterraneas, pues ellos tenian un particular interés en los
invertebrados que eran utilizados para la fabricacion de bebidas, productos
pulverizados o ungientos [29]. En la medicina china se utilizaban formulas de
hierbas marinas que conforme avanzoé el conocimiento, se convirtio en una especie
de enciclopedia que recopila informacion importante acerca de cianobacterias,

algas, animales marinos y minerales [30]. Todo esto nos lleva al interés por la
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farmacologia marina, se ha desarrollado desde la antigiiedad, pues los productos
naturales marinos tienen una variedad de estructuras Unicas [Figura 4] que

prometen aplicaciones terapéuticas para el tratamiento de diversas enfermedades.

Yondelis Plidepsina Halaven

Figura 4. Estructuras de farmacos de origen marino. A) Yondelis, actividad anticancerigena obtenida
de la ascidia Ecteinascidia turbinata. B) Plidepsina, actividad antiviral y anticancerigena obtenida de
la ascidia Aplidium albicans. C) Halaven, anticancerigeno obtenido de la esponja Halichondria
okadai.

Las principales sustancias bioactivas y farmacos comercializados para diferentes
ensayos clinicos se derivan de esponjas, liebres marinas, caracolas, ascidias,
moluscos, hongos marinos, bacterias, gusanos acuaticos, corales blandos y peces
(Tabla 1). Estos organismos marinos se han estudiado y se han identificado
moléculas con diferentes actividades biolégicas como antibacterianos,
inmunomoduladores, antifiingicos, antiinflamatorios, anticancerigenos,
neuroprotectores, analgésicos, antiparasitarios, entre otros. Un ejemplo de ello es
el &cido alfa-kainico del alga roja Digenia simplex, y la bengamida F del pepino de

mar Cucumaria echinata que actian como agentes antiparasitarios [15]

Tabla 1. Farmacos provenientes de organismos marinos [31].

Organismo )
Nombre del Organismo Marino Area ~
; . Estado Ano
compuesto marino (Nombre clinica
cientifico)
Ziconotida Caracol conus Conus magus Dolor Aprobado 2004
Brentuximab vedotin : Dolabella )
(SNG-35) Liebre de mar auricularia Cancer Aprobado 2011
Leconotida - Conus catus
(AM336) Caracol conico Dolor Fase | 2002
Didemnin B Ascidia Trididemnum Céancer Fase_ I, 2000
cyanophorum descontinuada

10



Antecedentes

Aplidium Medicamento
Plitidepsina (Aplidin) Tunicate albicans Céncer huérfano: MM, Fase 2018
1]
Elisidepsina Molusco/alga Elysia Céancer Fasg I, 2016
rufescens descontinuada

Dichas propiedades se deben a que el ambiente marino ha propiciado que los
organismos marinos que lo habiten desarrollen mecanismos de sobrevivencia,
dentro de las que se encuentran las toxinas. El estudio de las toxinas marinas inicio
en los afos sesenta con el hallazgo de la tetrodotoxina (extraida del pez globo) y la
saxitoxina (extraida de dinoflagelados), los cuales, por la especificidad de sus
efectos, asi como por la potencia de su respuesta bioldgica, han permitido
profundizar en la caracterizacion estructural y funcional de los canales de sodio [32].

Como se ha mencionado, los Cnidarios y especificamente las anémonas de mar
son animales de interés para el estudio de moléculas bioactivas, ya que producen
toxinas que al ser estudiadas quimicamente se ha encontrado que contienen,
principalmente, componentes proteicos que funcionan como enzimas, hemolisinas,
neurotoxinas o inhibidores de proteasas [11] que cumplen las funciones de defensa
contra los depredadores o captura de sus presas. Algunas de estas enzimas que se
han encontrado tienen caracter proteolitico y lipolitico, como es el caso de
Anthothoe chilensis [33] que se han reportado fracciones proteicas con actividad
proteolitica y actividad de fosfolipasa [34,35], y del veneno de Aiptasia pallida que
se ha purificado y caracterizado una fosfolipasa [35]. Dicho lo anterior y de acuerdo
con la familia estructural, asi como su funcién, en este apartado se abordaran

generalidades y ejemplos de moléculas encontradas en anémonas de mar.

2.3.1 Citolisinas

Las citolisinas son moléculas estables, en donde su funcién principal es la lisis
celular, ya sea formando poros en la membrana o aumentando su permeabilidad.
Se han aislado citolisinas de mas de 30 especies diferentes de anémonas de mary
de acuerdo con su estructura primaria y propiedades funcionales, se clasifican en

cinco tipos (tipos I-V) [36]. Las citolisinas tipo | son péptidos de 5-8 kDa que forman
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poros en las membranas de fosfatidilcolina y que tienen actividad antihistaminica,

se han reportado las citolisinas Rml y Rmll de la anémona Heteractis crispa [37].

En el caso de las citolisinas tipo Il, también conocidas como actinoporinas debido a
su capacidad para unirse a los dominios de los fosfolipidos en la membrana del
organismo y formar poros selectivos de cationes. Esta familia ha sido de las mas
estudiadas debido a su abundanciay se componen de un solo dominio de alrededor
de 20 kDa que carece de residuos de cisteina [38]. Este tipo de citolisinas aparecen
como familias multigénicas, lo que les da como propiedad tener muchas isoformas
de proteinas, que les otorga diferencias en la solubilidad, asi como en la actividad
hemolitica y citolitica en general, lo que las hace tener una diversidad de actividades
y funciones. Las citolisinas de tipo Il tiene un peso de entre 25-45 kDa que pueden
0 no tener actividad enzimatica que a diferencia de las citolisinas tipo Il, estas
poseen residuos de cisteina y causa la hemolisis de los glébulos rojos en los
mamiferos a concentraciones muy bajas; ese tipo de toxinas se han reportado en
Aiptasia pallida, Urticina crassicornis y U. piscivora [39]. Las citolisinas de tipo IV
esta conformada por una Unica proteina aislada de la anémona Metridium senile, la
metridiolisina, inhibidora del colesterol. Esta toxina tiene un peso de 80 kDa y actla
uniéndose de forma no especifica a las membranas lipidicas, formando poros
permeables al K* [40]. Finalmente, las citolisinas de tipo V son parecidas a la familia
de proteinas del complejo de atague a membrana/perforina (MACPF) y se aisl6 por
primera vez, de la anémona Phyllodiscus semoni [41]. Dicha familia, se considera
como formadora de poros o mejor conocida como perforinas, utilizada en el sistema
inmunologico como defensa del huésped. Tienen un peso de alrededor de 60 kDa,
dentro de las que se encuentran: AvTx-60A de Actineria villosa y PSTx-60A y PsTx-
60B de Phyllodiscus semoni [42].

En general, las citolisinas han sido estudiadas principalmente como agentes

antitumorales y antiparasitarios, aunque también como agente antimicrobiano, por
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ejemplo, las citolisinas encontradas en Stychodactyla helianthus y Stychodactyla

gigantea.

2.3.2 Fosfolipasas A2

Las Fosfolipasas A2 se han encontrado en los tentaculos de los Anthozoa,
Schyphozoa, Hydrozoa y Cubozoa. Se ha demostrado actividad hemolitica en una
fraccion de la anémona de mar Aiptasia pallida [43]. Son una familia de enzimas
que hidrolizan el enlace éster sn-2 de los glicerofosfolipidos liberando acidos grasos,
principalmente el acido araquidonico y lisofosfolipidos [44]. Desempefian un papel
importante en las funciones vitales del cuerpo, incluido el catabolismo de los lipidos,
procesos inflamatorios y transduccion de sefales. Existen dos clases de FLA2, las
intracelulares o citosélicas (FLA2c), de masa molecular elevada (40-85 kDa) y las
FLA2 de secrecion (FLA2s), de masa molecular mas pequefa (14-18 kDa). Las
formas extracelulares de las FLA2 se encuentran comunmente en las secreciones
de las glandulas exocrinas como pancreas y glandulas venenosas de serpientes,
abejas, escorpiones, asi como en sitios inflamatorios [45].

2.3.3 Neurotoxinas

Otras de las sustancias peptidicas con mas relevancia en las toxinas de las
anémonas por su especificidad, son las neurotoxinas, que interfieren con la
transmision de los impulsos nerviosos alterando la funcion de los canales ibnicos de
las membranas celulares implicados en diversas funciones importantes del
organismo. Debido a que las anémonas, son animales sésiles, las neurotoxinas les
ayudan a inmovilizar a sus presas o defenderse de sus depredadores. Dentro de los
canales con los que interactian estas toxinas se encuentran los Acid sensing lon
Channels (ASIC), los canales Transient Receptor Potential (TRP), los canales sodio
dependiente de voltaje y canales de potasio dependientes de voltaje [33]. Las
toxinas con accion sobre canales de Na* son polipéptidos con tres puentes disulfuro
y tienen pesos moleculares de alrededor de 5 kDa [46]. Mientras que para los

canales de potasio dependientes de voltaje (KV1), su bloqueo provoca una
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hiperexcitabilidad neuronal y espasmos musculares. Las toxinas KV Tipo 3 estan
compuestas por 42-43 residuos de B-defensinas, dentro de las que se encuentran
las toxinas aisladas de Anthopleura elegantissima (APETx1) y las toxinas aisladas
de Anemonia sulcata (BDS-II ) [47].

Esta ultima se caracteriz6 como un compuesto antihipertensivo y antiviral. Ambas
toxinas provocan un cambio despolarizante dependiente de voltaje en la activacion
de KV 3.1 Y KV 3.2. Por otra parte, para los canales de sodio dependientes de
voltaje (NaV) tipo 1y 2, constan de 46-54 aminoacidos, siendo de los mas grandes
de las anémonas de mar, para el tipo 1, estas toxinas se unen a una region

extracelular del sensor de voltaje en el sitio 3 [48].

Las anthopleurinas son un importante grupo de toxinas aisladas del género
Anthopleura que se relacionan con los canales NaV tipo 1 han sido consideradas
para aplicaciones terapéuticas cardiovasculares [49]. Para el caso de las toxinas
NaV tipo 4, se componen de las isotoxinas: calitoxina | y calitoxina Il, que contienen
46 aminoacidos, aisladas de Calliactis parasitica [50]. Uno de los primeros
blogueadores de los canales de Kvl caracterizados fue ShK de Stichodactyla
helianthus que es un péptido de 35-37 aminoacidos. Los residuos superficiales de
ShK se unen a la entrada del canal Kvl y bloquean la conduccion de iones
blogueando el sitio con Lys22. Esta molécula, se ha estudiado como
inmunomodulador potencial para la terapia de enfermedades autoinmunes debido

a que desempefia un papel critico en subconjuntos de linfocitos T y B.

Las toxinas de las anémonas de mar se han clasificado tradicionalmente segun su
actividad, la similitud de la secuencia de aminoacidos y el patron de puentes
disulfuro (namero y distribucién de cisteinas) para de esta manera, dividir a las
toxinas por su diana molecular y luego por su similitud y mecanismo de accion
(Tabla 2).

Como se ha mencionado, las anémonas de mar son una rica fuente de proteinas y
toxinas peptidicas, pero también poseen componentes no peptidicos de los que se

sabe muy poco, de hecho, la primera molécula pequefia descrita de una anémona,
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fue la caissarona, un derivado de purina aislado en 1986 de la especie brasilefia
Bunodosoma caissarum, que indujo espasmos en el plexomientérico de cobayo
estimulado eléctricamente y que se atribuye a acciones antagonicas sobre el

receptor de adenosina [50].

Tabla 2. Clasificacion estructural y farmacoldgica de toxinas de anémonas [51].

Tipo de proteina

Familia estructural

Grupo

Enzimas

Endonucleasas

Desconocido

Fosfolipasas A2

Citolisinas PLA2 Tipo lll

Serina proteasa S1

Desconocido

Proteinas no
enzimaticas

Actinoporinas

Citolisinas Tipo I

CAP

Desconocido

Proteinas del dominio WSC

Desconocido

Neurotoxinas peptidicas

Neurotoxina ATX-III

NaV Tipo 3

Similar a B-defensina

Canales ASIC (Acid sensing lon
Channels) NaV Tipo 1,2,3y 4

BBH (Boundless B-hairpin)

Canales ASIC KV Tipo 4

Similar a Factor de crecimiento
epidermico (EGF)

Actividad EGF
Receptores TRPV1

Inhibidor del nudo de cistina (ICK)

Canales ASIC Kv Tipo 5

Dominio Kunitz Inhibidor de proteasa KV Tipo 2

Receptores TRPV1
Horquilla B asimétrica con .
bisagras de prolina (PHAB) KV Tipo 6
Péptidos pequefios ricos en
cisteina (SCRIP) TRPAL
ShK KV Tipo 1

*CAP= Proteinas ricas en cisteina; WSC= Integridad de la pared celular y componente de respuesta al estrés; ShK= Toxina
del canal de K+ de Stichodactyla helianthus; KV= Canal de potasio dependiente de voltaje; NaV= Canal de sodio
dependiente de voltaje; TRPV1= Canal de potencial receptor transitorio tipo V1; TRPA1= Canal de potencial receptor
transitorio tipo Al.

2.4. Técnicas de separacion de moléculas

El incremento constante que se ha llevado en los ultimos afios, acerca de las
aplicaciones en las proteinas en campos de la salud ha dado pie al desarrollo de
procesos para el analisis y purificacion de proteinas. Dado que estas moléculas
varian en tamafo, carga e hidrosolubilidad, asi como su afinidad de union a ligandos
especificos, no se puede utilizar un método general para su separacion, por lo que
se ha optado por recurrir a diversos métodos para llegar a la separacion mediante
sus propiedades fisicoquimicas de la muestra con el fin de aislar y concentrar el

péptido o proteina de interés. Considerando que estos compuestos no estan
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relacionados con todo el organismo, sino solo con la presencia de moléculas
especificas, son necesarios métodos de extraccion eficientes. Actualmente, se
utilizan diversos métodos que permiten obtener un extracto, que incluyen técnicas
de separacion y aislamiento, utilizando diferentes tipos de cromatografia y micro o
nanofiltracién. Luego, la estructura generalmente se analiza mediante técnicas
espectroscopicas (resonancia magnética nuclear en una y dos dimensiones) y
espectrométricas (espectrometria de masas) y, finalmente, el compuesto se evalla
en términos de efectos bioldgicos, toxicologicos y clinicos con el fin de identificar las
actividades antiinflamatorias, antibacterianas, analgésicas entre otras mediante

modelos in vitro o in vivo.

2.4.1 Cromatografia de permeacion en gel

La cromatografia de permeacion en gel (CPG) o conocida también como “exclusion
molecular” es una técnica que permite separar moléculas de acuerdo con su tamafo
molecular. Esta propiedad se debe a que, en el gel, hay una matriz que consta de
un gran numero de esferas porosas microscopicas que permiten la separacion de
las moléculas. Cada gel se caracteriza por un rango de fraccionamiento que
depende del tamafio de sus poros. Dichas esferas estan constituidas por largas
cadenas de polimeros unidas entre si que forman una red tridimensional.

La fase estacionaria de la cromatografia esta constituida por geles insolubles en
agua de naturaleza hidrofilica que constituyen grandes huecos esféricos, de
diametro especifico y atravesados por numerosos poros de didmetro homogéneo.
Las diferentes resinas utilizadas en este tipo de cromatografia se diferencian por
sus capacidades de resolucién (capacidad de separar moléculas de distinto tamafio)
y Su haturaleza quimica, pues existen resinas de origen natural (de polisacaridos o
dextranos), tales como Sephadex, de origen sintético (geles de poliacrilamida),
como Biogel P, y de tipo mixto (dextranos entrecruzados con poliacrilamida), como
el Sephacryl.

Al colocar una mezcla que contiene diferentes moléculas de diversos tamafios y se

hacen pasar a través de la columna, sucede lo siguiente:
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Las moléculas de muy pequefio tamafio penetran en el interior de las esferas que
componen el gel, por lo que no son extraidas de la columna hasta que no ha pasado
a través de ella un volumen de liquido igual a su volumen total. Sin embargo,
aguellas moléculas cuyo tamafio es mayor que el de los poros de las esferas del
gel, no pueden penetrar en su interior y atraviesan la columna eluyendo en el
volumen muerto, por lo que se dice que se “excluyen”, siendo las primeras en salir
de la columna. Para el resto de las moléculas, de tamafio intermedio, éstas
presentan una mayor o menor facilidad para difundir al interior de las esferas de
acuerdo con su tamafo, siendo extraidas fraccionadamente con volumenes que

estan comprendidos entre el volumen total y el volumen muerto [Figura 5].

Solvente ‘

Moléculas
pequeiias

; Moléculas
> ; p grandes .
o '] o '] o 5
\ \ \

[ —— T —— T —— S —— T —— SHE — - S —— B —— S —— N —— TR ——

Figura 5. Representacion de la técnica cromatografia de permeacion en gel: Al colocar el analito a
separar en la columna que contiene un gel con perlas de un diametro especifico y utilizando un
disolvente definido, se obtiene la separacién de la muestra, teniendo como resultado en primera
instancia la separacion de las moléculas grandes y posteriormente las moléculas pequefias [52].

2.4.2 Ultrafiltracion

La ultrafiltracion es el proceso capaz de fraccionar, separar y concentrar sustancias
sin que éstas sufran cambios de fase, en el cual se utiliza una membrana
semipermeable con poros de tamafo definido, que determina el tamafio de las

particulas que pasaran a través de ella, lamado “Cut off Molecular Weight” o tamafio
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de corte [Figura 6]. Debido a que la membrana utilizada es semipermeable, es
necesaria la presencia de una presion (entre 4 a 8 atm) que ayude a las particulas
a fluir a través de esta. El tamafio del poro de las membranas empleadas en esta

técnica oscila entre 0.001-0.01 ym con presiones comprendidas entre 1-10 bar.[53]

La caracterizacion de la membrana es necesaria para relacionar las propiedades
estructurales de la membrana, como el tamafio de los poros, la distribucion del
tamafo de los poros, el volumen libre y la cristalinidad con las propiedades de

separacion de la membrana.

Las técnicas de separacion con membranas son particularmente dirigidas a la
extraccion o purificacion parcial de biomoléculas de gran solubilidad en agua, dado

gue no involucran agentes quimicos y no generan desnaturalizacion térmica.

Tapa del
dispositivo . .
Dispositivode
intercambio
Porta -

membrana |

Tubo de
soporte

Dispositivo Amicon
Ultra-0.5 -

Tubo de i Tubo de coleccién

coleccién Amicon Ultra-0.5

Figura 6. Técnica de ultrafiltracion: Se muestra la composicion del dispositivo de ultrafiltracion que
consiste en una membrana vertical que permite separar tamafos de particulas de distinta
naturaleza.

2.4.3 Cromatografia de Intercambio i6nico

La cromatografia por intercambio i6nico se basa en las interacciones electrostaticas
gue se dan entre la muestra y la matriz que utiliza una resina para separar a las

moléculas de acuerdo con su carga superficial. Esta matriz esta formada por
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polimeros insolubles que contiene grupos cargados unidos, por lo que las resinas
gue contienen grupos con carga positiva atraen solutos con carga negativa y se
denominan resinas de intercambio aniénico. En cambio, las resinas con grupos
cargados negativamente son intercambiadores de cationes. Posteriormente, se
aplica una disolucién buffer de concentracion de sal mas alta a la columna para que
pueda competir con la resina por las proteinas unidas, y las proteinas unidas se
pueden eluir a través del buffer con alto contenido de sal. Normalmente, las
muestras se cargan en condiciones de baja fuerza idnica y el material unido se eluye
utilizando una elucion escalonada o en gradiente de la disolucion buffer con mayor

fuerza ionica [Figura 7].

La cromatografia de intercambio idnico se utiliza frecuentemente para la separacion
y purificacion de diversas biomoléculas que expresan restos hidrofobos e idnicos
porque la matriz de la columna puede interactuar fuertemente con las biomoléculas

a traves de la fuerza electrostatica [26].

—\ \ J - Las moléculas

\ cargadas
positivamente se
unen a las
- particulas de gel
cargadas

® Particulas grandes, carga positiva negativamente

© Carga neta positiva
© Carga neta negativa
® Particulas grandes, carga negativa =

Particulas de G
gel con carga R

Las moléculas
cargadas

negativa o3 a i negativamente
50 - l fluyen libremente a
La mezcla dtla ;;rotel’nas ) l \;-J Snorai
se afiade a la columna \X ) @ Geldmaa
con intercambiadores & l
iGnicos . Las proteinas se mueven 9 a
a diferente velocidad por \7 7/

..
Qe
1234

la columnay serecogen
5 & en fracciones diferentes

Figura 7. Principio de la técnica de separacion para cromatografia de intercambio i6nico: La

mezcla a separar se afiade a la columna de gel con particulas negativas en la que como primera
instancia se unen las particulas cargadas positivamente a la columna, mientras que las negativas
fluyen a través de la membrana, obteniéndose diferentes fracciones segun sus propiedades [63].
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2.4.4 Electroforesis

La electroforesis es una técnica para la separacion de biomoléculas de acuerdo a
su movilidad y naturaleza (generalmente proteinas o acidos nucleicos) en un campo
eléctrico a través de una matriz porosa, cuya composicion esta relacionada con las
caracteristicas de la molécula a analizar, estas moléculas migran hacia el catodo o
anodo dependiendo de la carga, peso molecular y estructura [54]. Dentro de las
diversas variantes de la electroforesis, destacan la electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS) y la electroforesis bidimensional,
sin embargo, nos centraremos en la primera, debido a que se puede conocer
mediante esta técnica, las caracteristicas acido-base de las proteinas presentes en
un extracto crudo que ayudaria a dar la informacion necesaria para posteriormente

realizar una separacion cromatografica basada en diferencias de carga.

Se ha ocupado dicha técnica para el aislamiento de péptidos con actividad biolégica

en anémonas [10,14].

2.5. Identificacion de proteinas mediante cromatografia de liquidos
acoplado a espectrometria de masas (CL-EM)

La cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas (CL-EM) se ha
convertido en una tecnologia generalizada que abarca diversos campos que van
desde la investigacion, la clinica, la industria farmacéutica, la industria alimentaria,
las ciencias forenses, entre otras, que ha brindado conocimientos analiticos Utiles y
esenciales para cada area debido a su versatilidad y eficiencia. Su sensibilidad,
selectividad y precision la han convertido en una técnica de eleccion para detectar
cantidades de microgramos o incluso nanogramos de una variedad de analitos que
van desde metabolitos de farmacos, pesticidas y contaminantes de alimentos, hasta

extractos de productos naturales.

De manera general, un equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)
permite separar los componentes de una muestra en funcion de su distribucion en

la fase estacionaria (columna) y la fase movil que es impulsada por una bomba que
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hace pasar este disolvente por todo el sistema a un flujo determinado, logrando asi
la separacion de los compuestos en base a la interaccién de éstos con la fase movil

y la fase estacionaria.

El equipo CLAR esta compuesto por: un dispositivo de suministro de eluyentes,
dispositivo de inyeccién, sistema de conductores, columna, detector [Figura 8] y
registrador que arroja una representacion grafica de la concentracion del o los
analitos en funcién del tiempo de retencién de estos, conocido como cromatograma.

Detector 2

[ —
o . o Detector1 ( Columna ntegraie
olventes (Fase Movi 0
= |
1 Inyector — ‘
: -\ Bomba | ‘
A B Desgasificador X Regulsdorde Jo ol MM
Mezclador de flujo y presién CroEoRIE

solventes

Figura 8. Esquema de un equipo de HPLC. Se presentan los principales componentes del equipo,
comenzando con los solventes que pasan por el desgasificador hacia el puerto de inyeccidn que
mediante un sistema de conductores pasa por la columna hacia el detector, posteriormente al
integrador para finalmente obtener el cromatograma correspondiente.

Mientras que un espectrometro de masas consta de: un sistema de introduccion de
muestra, una fuente de ionizacion, un analizador, un detector y un sistema de
integracion [Figura 9]. Asi mismo, para su funcionamiento, los espectrémetros de
masas requieren de sistemas de bombeo que tengan la capacidad de generar un
sistema de alto vacio de forma que el recorrido de los iones pueda ser libre y sin
colisiones en su camino, los cuales pueden interferir en su trayectoria hasta el

detector.
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Figura 9. Esquema de Espectrometro de masas: Consiste en un sistema de inyeccion de muestra
que pasa a través del inyector hacia una fuente de ionizacion donde los iones formados son
acelerados y guiados hasta el detector y el sistema de integracion.

Una vez generado este sistema de vacio, se procede a la introduccién de la muestra
que puede ser directa o estar acoplado a algun equipo (cromatografo de gases o
liquidos) para posteriormente pasar a la fuente de ionizacion, en el que actualmente
se utiliza lonizacién Quimica a Presion Atmosférica (APCI) y Electrospray (ESI).
Esta ultima técnica ha sido de las més utilizadas debido a que es capaz de analizar
moléculas de amplio rango de masas moleculares con una alta sensibilidad y
exactitud, ademas es utilizada especialmente para muestras de origen biolégico
(44).

Una vez formados los iones del analito y en fase gaseosa, éstas son aceleradas y
guiadas hasta el analizador de masas, donde se separaran en relacién con su
masa/carga (m/z). EI movimiento de los iones en el analizador puede manipularse
mediante lentes electromagnéticas que permiten dirigir los iones hacia el detector
(b). Existen varios tipos de analizadores que les va a conferir resolucion,
sensibilidad, exactitud de masa y posibilidad de fragmentar los iones analitos
ionizados dependiendo de los propdésitos que se tengan. Dentro de los analizadores
mas utilizados se encuentran: tiempo de vuelo (en inglés, time of flight, TOF), triple
cuadrupolo (TQ), trampa de iones y el ciclotron de iones por transformada de
Fourier (FT-ICR).
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Finalmente, la corriente de iones va a llegar al detector dentro de los que se pueden
encontrar: la caja de Faraday, el Multiplicador de Electrones y la Placa fotogréfica,
cada uno de estos detectores se puede utilizar de acuerdo con los fines deseados.
La funcién del detector es registrar la carga inducida cuando un ion pasa cerca o
golpea una superficie, para producir un grafico de acuerdo con su relacion

carga/masa (m/z) del analito.

Es importante sefialar que las técnicas APCly ESI, son técnicas de ionizacion suave
y no inducen fragmentaciones durante el andlisis por cromatografia de liquidos
acoplado a espectrometria de masas. La fragmentacion se puede inducir si el
equipo cuenta con una celda de colision, y para ello se utilizan pequefias cantidades
de un gas como el metano o isopentano que al ser ionizado produce una serie de
iones que colisionan con el compuesto original M, transfiriéndole un protén (y a
veces alguno de los iones reactivos generados por el gas), muy empleado en
equipos hibridos de masas (QTOF, y TQ) con la capacidad de realizar masas en

tAndem.

Es asi, que el acoplamiento de la Cromatografia de liquidos asociado a
Espectrometria de masas implica la separacion del analito seguida de su deteccion
basada en masas [Figura 10] y éste a su vez puede ser utilizado para elucidacién

estructural o bien identificaciébn de un compuesto conocido.
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Figura 10. Esquema del sistema CL-EM. Su funcidn principal de la unién de estos equipos implica
la separacion de los analitos seguida de su deteccion basado en masas
Ahora bien, el espectro obtenido del equipo de espectrometria de masas brinda
informacion acerca de la molécula de estudio, en la que incluye la relacion
masa/carga (m/z) y la intensidad relativa de cada sefial. Dentro de este espectro de
masas, destaca la sefial mas intensa denominada “pico base” que corresponde al
100% de abundancia relativa y que por lo tanto es el mas estable. Mientras que el
“ion molecular” es el ion que resulta tras la pérdida de un electron por parte de la
molécula que corresponde al peso molecular de la molécula. Sin embargo, cabe
destacar que cada espectro de masas debe de interpretarse tomando en cuenta

estas sefales, pero también las reglas de fragmentacion correspondientes.
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3. Justificacion

La busqueda de nuevos farmacos y estructuras de moléculas con fin terapéutico es
un tema que va a estar presente dia con dia debido a la variedad de enfermedades
que existen y existiran. Estos compuestos han sido estudiados en su mayoria a
partir de fauna y flora terrestre debido a la cantidad y relativa facilidad con la que se
pueden obtener moléculas bioactivas, sin embargo, se sabe que el ecosistema
marino abarca un area mas grande que ha sido poco estudiada. Dentro de ella se
encuentra el filo de los Cnidarios y en especifico las anémonas de mar, pues estos
animales han cobrado relevancia debido al aspecto terapéutico-farmacologico que
poseen por las estructuras de secrecion, ya que estas liberan toxinas de diversidad
estructural que proporciona una variedad de actividades bioldgicas. Tal es el caso
de la anémona Anthopleura texaensis recién encontrada en la costa de Yucatan.
Debido a que no se han realizado estudios acerca de este espécimen y
considerando el potencial de moléculas activas que pueda poseer, es de
importancia considerar cualquier informacion que aporte a la investigacion ésta

especie.
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4. Hipotesis y Objetivos
4.1 Hipobtesis

La separacion biodirigida del extracto de la anémona Anthopleura texaensis
presente en la costa de Yucatan permitira la identificacion y obtencion de péptidos

biol6gicamente activos.

4.2 Objetivo General

Evaluar a la anémona Anthopleura texaensis de la costa yucateca como posible

fuente de péptidos bioactivos.

4.3 Objetivos Particulares

1. Realizar un estudio prospectivo en Bundosoma cavernata a fin de encontrar
las mejores condiciones del disparo de nematocistos mediante medios
quimicos.

2. Colectar e identificar a la anémona Anthopleura texaensis de la costa
Yucateca.

3. Generar el extracto crudo de la anémona recolectada.

4. Evaluar la actividad bioldégica del extracto crudo mediante bioensayos
rapidos.

Realizar la separacion biodirigida del extracto crudo bioactivo.

6. Determinar los perfiles cromatogréaficos de las fracciones mas prometedores

con el fin de obtener compuestos bioactivos.

7. Determinar la naturaleza quimica de los componentes activos.
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5. Desarrollo del proyecto

El desarrollo del proyecto se dividié en dos capitulos. En el capitulo 1 se muestra el
estudio retrospectivo de la evaluacion, seleccién y concentracién ideal de los
reactivos, con la finalidad de inducir eficientemente el disparo de los nematocistos
de la anémona Bunodosoma cavernata para la obtencion de un extracto activo. En
el capitulo 2 se procedi6 a utilizar las condiciones Optimas de los reactivos
inductores del disparo de nematocistos en B. cavernata, para desarrollar la
metodologia en la busqueda de péptidos bioactivos sobre el organismo objetivo de

este proyecto, Anthopleura texaensis.

Capitulo 1. Bunodosoma cavernata
1.1 Metodologia

El siguiente estudio se llevé a cabo con el propdsito de utilizar una especie de
anémona distinta (B. cavernata) al espécimen de interés (A. texaensis) debido a que
esta Ultima presenta un tamafio y peso menor (menos de 1 cm y 1 g de peso
himedo) en comparacion con B. cavernata (7 cm y 20 g de peso humedo); por lo
que fue conveniente utilizar un menor nimero de especimenes y evitar asi la
depredacion innecesaria para realizar el estudio del disparo de nematocistos.
Ademas, estudios previos han demostrado que estas especies coexisten en la

misma region [55].

Con el fin de simplificar la estructura metodolégica del presente proyecto de
investigacion, se muestra el diagrama de la parte experimental [Figura 11].
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Figura 11. Diagrama de la metodologia empleada para B. cavernata.

1.1.1 Area de colecta

Estudios previos realizados por Gonzéalez-Mufioz [55] en la costa de Sisal, Yucatan
(21° 09’ 48.17”’N, 90° 02’ 57.35” O) dieron pauta para escoger dicho sitio de colecta,
ya que ahi fue donde se encontraron un niumero aceptable de especimenes para

emplearlos en la metodologia.

1.1.2 Colecta e identificacion de organismos

Para la colecta se realiz6 la inspeccion de rocas, ya que se ha observado la
presencia de la anémona B. cavernata, las cuales suelen adherirse. Posteriormente,
los organismos se extrajeron utilizando cincel y martillo. Después se colocaron en

contenedores con agua de mar para asi realizar su traslado a la Unidad de Quimica
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en la Unidad Académica de Sisal, UNAM. La identificacion se realizo mediante la
observacion macroscopica previamente descrita por E. Gonzélez [55]. Las
anémonas se colocaron en una pecera con agua de mar, aireacion continua y

cristales de mentol para su relajacion.

1.1.3 Disparo de nematocistos y cuantificacion de proteinas

Se realizé la diseccion de los tentaculos de dos anémonas B. cavernata previamente
sedadas con mentol. Para el proceso de sedacion, se colocaron aproximadamente
300 mg de mentol en la pecera que contenia a las anémonas durante 7 h.
Posteriormente, tres tentaculos fueron disectados y agregados a cada tubo de
microcentrifuga de 2 mL [Figura 12], los cuales tenian los reactivos a evaluar en
diferentes concentraciones, Tabla 3. Para la preparacion de las disoluciones a
evaluar, se parti6 de una concentracion conocida y enseguida se realizaron
diluciones dobles, estas disoluciones nos ayudaron a determinar la concentracion
adecuada para un eficiente disparo de los nematocistos. Por lo anterior, se empled
acido acético (AcOH) al 40% (rango de trabajo 0.156-20%), metanol (MeOH) al 40%
con agua de mar (rango de trabajo 0.156-20%) e hidroxido de amonio (NH4sOH) al
40% (rango de trabajo 0.156-20%), asi como metanol (rango de trabajo 100-0.1%)
(Tabla 3). Como la mayoria de las toxinas presentes en las anémonas son de origen
peptidico, se realiz6 la cuantificacion de proteinas mediante un equipo Nanodrop
(ThermoFisher, Inc). Para ello, se colocé 1 pyL de cada disolucion generada por el
disparo de los nematocistos en el lector del equipo Nanodrop, y se realizé la lectura

de la absorbancia a 280 nm.
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Figura 12. Tentaculos de B. cavernata colocados en tubos de microcentrifuga de 2 mL a

£6

concentraciones de: 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625% para los reactivos de AcOH, MeOH y NH4OH.

Tabla 3. Concentraciones de diferentes reactivos utilizados para el disparo de nematocistos.

Reactivos

Concentracién (%)

AcOH al 40%

MeOH con agua
de mar al 40%

NH4OH al 40%

20 10 5

2.5 1.25

0.625

0.312

0.156

MeOH al 100%

100 [ 50 | 25 | 125 |

6.25 | 312 | 156 | 0.78 | 0.39 | 0.19 | 0.10

*MeOH= Metanol; AcOH=Acido acético; NH4OH= Hidréxido de amonio.

1.1.4 Generacion del extracto crudo mediante el disparo quimico

Después de analizar el disparo de los nematocistos con los diferentes reactivos, se

seleccionaron las concentraciones de acido acético, metanol e hidréxido de amonio

gue generaron la mayor concentracion de proteinas, para obtener tres extractos

crudos y evaluar la actividad biolégica y su complejidad molecular mediante el perfil

cromatografico.

La obtencién del extracto crudo se realizé6 mediante el disparo de nematocistos de

los tentaculos de las anémonas sedadas, al sumergirlas por 1 min en una

disolucién por separado de &cido acético, metanol e hidroxido de amonio a

diferentes concentraciones (Tabla 3), se realizaron movimientos circulares

con la finalidad de liberar la mayoria de las toxinas de estos organismos

[Figura 13]. Después se centrifugaron a 5000 rpm durante 8 min. Se separ6

el sobrenadante y se neutralizé a pH de 7, (con hidroxido de potasio (1 M) o

acido fosforico concentrado) utilizando un potenciémetro de la marca Hatch

para finalmente colocarlos en tubos Falcon de 50 mL para su posterior
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liofilizacion (Equipo LabConco, Freezone 2.5, -40 °C y 0.200 mBar),
separacion biodirigida y andlisis del perfil cromatografico.

Figura 13. Disparo de nematocistos para B. cavernata utilizando diferentes reactivos y
concentraciones.

1.1.5 Evaluacién de la actividad neurotéxica in vivo sobre O. quadrata

Para determinar si los extractos contenian neurotoxinas o citolisinas, se sometieron
a la evaluacioén bioldgica en el modelo neurotéxico de cangrejo fantasma, Ocypode
quadrata. Mediante este bioensayo rapido se determinaron los efectos de las
neurotoxinas (paralisis, temblor y descoordinacion) y las citolisinas (mortalidad) de
manera cualitativa al observar el comportamiento del organismo desde el momento
de la administracion y hasta las dos horas. Observando, a los segundos o minutos

los efectos del extracto [14].

1.1.6 Modelo empleado para la separacién biodirigida

Se recolectaron cangrejos fantasmas (O. quadrata) de la playa del puerto de Sisal,
los cuales fueron colocados en bandejas con arena con el fin de disminuir su estrés.
Estudios previos han demostrado que se utiliza esta especie por la asequibilidad y
por el comportamiento muy activo, logrando observar los efectos del extracto de

manera mas evidente, en comparacion con otros crustaceos [56].
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1.1.7 Preparacion de las muestras a evaluar

Se pesaron 4 mg del extracto crudo o fraccion de estudio y se disolvieron en 1 mL

de agua desionizada. Como blanco negativo se utilizé agua desionizada.

1.1.8 Bioensayo

Para realizar el bioensayo se tomaron en cuenta el peso y tamafo aproximado de
los cangrejos. El extracto crudo o fraccién por evaluar se inyectd en la membrana
artrodial del tercer pereiépodo, esto, en funcién del tamafio del cangrejo, inyectando
50 L para los de menor tamafio (peso entre 4-6 g) y 100 pyL para los de mayor
tamafo (peso entre 10-15 g). Consecutivamente, se procedié a observar y anotar
los efectos del extracto o fraccion sobre el cangrejo, durante el tiempo de la

evaluacion (0 a 120 min).

1.1.9 Perfil cromatografico Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
(CLAR) de los extractos generados

Una vez generados los extractos por el disparo de los nematocistos empleando
diferentes agentes quimicos, se procedid a determinar la complejidad del perfil
cromatografico. Para ello, se utilizé un cromatografo de liquidos de alta resolucion
de la marca Varian Polaris 211 que consta de un sistema dual de Bombas 211,

inyector automatico 471, y un detector de UV 335 (Varian Inc.).

Para el analisis del Perfil cromatografico Cromatografia de Liquidos de Alta
Resoluciéon (CLAR) se utilizé una columna de fase reversa, Omega 5 ym PS-C18
(100 A, 250 X 4.6 mm, Phenomenex Inc), empleando H20 como fase movil A y
Acetonitrilo como fase movil B en un método de gradiente: comenzando con 100%
de fase A por 5 minutos, luego un gradiente de 15% de fase B en 10 min para
posteriormente tener un gradiente de 15-50% de fase B en 10 min, y terminar con
50-100% de fase B en 3 min. Este analisis se llevo a cabo empleando un detector
UV a una longitud de onda de 215 nm (UV, enlace peptidico) con flujo de 1 mL/min
por un tiempo de 30 min por analisis. Se inyectaron 20 pyL (4 mg/mL) de cada

extracto crudo.
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1.1.10 Determinacién de la distribucién de pesos moleculares mediante
cromatografia en gel permeable (CGP)

Con la finalidad de determinar la presencia de citolisinas de alto peso molecular
(Peso Molecular esperado: 8-40 kDa) o neurotoxinas de bajo peso molecular (Peso
Molecular esperado: 3-10 kDa), se realiz6 el perfil cromatografico mediante
cromatografia en gel permeable (CGP). Lo anterior, nos sirvi6 para separar
compuestos en funcién del tamafio molecular. Para ello, se utilizé una columna
Yarra SEC-2000 (3 um, 300 X 7.8 mm, Phenomenex Inc.) con rango de trabajo de

0.5-40 kDa. Para determinar el peso molecular aparente, se procedio a calibrar la

columna.

Calibracion de la columna Yarra SEC-2000.

Se emplearon diferentes compuestos tales como uracilo, bacitracina y albmina con

diferente peso molecular como estandares para la curva de calibracion (Tabla 4).

Tabla 4. Estandares utilizados para la curva de calibracion.

Estandar Peso molecular (kDa) [mg/mL]
Uracilo 0.132 0.5
Bacitracina 1.422 0.2
Alblimina 66.00 0.5

Cada estandar se analiz6 en el sistema cromatogréafico Polaris de 211 Varian. Las
condiciones de analisis fueron: columna Yarra 3u SEC-2000 con un flujo de 1
mL/min, con un método isocréatico 90:10 de H20/ CH3CN, una inyeccion de 20 yL y
17 min de analisis para cada estandar. De cada analisis de determino el volumen
de exclusién (X) y el Log del Peso Molecular de cada estandar y se realiz6 la

regresion lineal para obtener la ecuacion de linea recta.

Una vez realizada la curva de calibracion, se inyectaron 20 yL (4 mg/mL) de los
extractos de &cido acético, metanol e hidréxido de amonio en la columna para
obtener sus respectivos perfiles cromatograficos utilizando las condiciones

anteriormente descritas.
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1.2 Resultados y Andlisis de resultados
1.2.1 Identificacién y colecta

Bunodosoma cavernata fue localizada en las hendiduras rocosas de la costa de
Sisal, Yucatan (21° 09’ 48.17”N, 90° 02’ 57.35” O), su extraccion fue mediante el
uso de martillo y cincel, para posteriormente, colocar las anémonas en recipientes
con agua de mar y asi disminuir su estrés. De acuerdo con la descripcion realizada
por Gonzalez [57], estas anémonas presentan un disco oral liso extendido café
rojizo, con tentaculos delgados lisos conicos verde oliva y una columna cilindrica
gruesa con verrugas ligeramente color café, asi como un disco pedal verde olivo

[Figura 14]. Para este estudio se colectaron 5 ejemplares.

Figura 14. Anémona B. cavernata. A) Anémonas adheridas a rocas vista frontal B) Vista superior
de la anémona.

1.2.2 Disparo de nematocistos y cuantificaciéon de proteinas

En la Tabla 5, se presentan los resultados de la induccion del disparo de los
nematocistos con concentraciones crecientes de los diferentes agentes quimicos
empleados. Se utilizaron dichos reactivos debido a que en estudios anteriores [58],
se trataban las picaduras de las medusas con productos que tenian a la mano pero
gue Birsa y sus colaboradores [58], demostraron que en lugar de aliviar el dolor,
éstos estimulaban la secrecion de los nematocistos en los cnidarios. Se puede
observar que las concentraciones que mejores resultados presentaron en el disparo
de nematocistos fueron: 1.25% de Hidréxido de amonio, 25% de Metanol y 10% de

Acido acético. Para el caso del Acido acético a una concentracion del 10%, a pesar
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de que proporcioné la mayor cantidad de proteinas, se optd por emplear la
concentracion de 5% debido a que muy probablemente el valor de la lectura en 10%
esta acompafiado de contaminantes que podrian haber incrementado su valor y al
utilizar una concentracion menor la diferencia no es muy notable. Por otra parte, se
observaron precipitados al utilizar el agua de mar sobre algunas de las disoluciones
de metanol e hidroxido de amonio, lo que evitd la lectura de las concentraciones.
Ademas, en algunas concentraciones de hidroxido de amonio se observo
desintegracion de tejidos. Los resultados demuestran que el disparo de
nematocistos depende del pH y que es mejor utilizar un acido que una base.

Tabla 5. Disparo de nematocistos utilizando diferentes reactivos para la cuantificacion de proteinas
utilizando a B. cavernata.

Concentracion de proteinas MeOH al 100%
(mg/mL)
Concentracion ACOH MeOH/H,0O de NH.OH Concentracioén ng;ﬁg{[g{;\ﬁggn
(%) mar MeOH (%)
(mg/mL)
20 SL 1.340 SL 100 0.097
10 3.154 0.260 SL 50 1.521
5 SL 0.026 2.447 25 2.179
2.5 1.457 0.061 SL 12.5 0.201
1.25 SL 0.069 3.466 6.25 SL
0.625 2.655 0.068 1.973 3.12 0.038
0.312 0.512 0.295 1.56 SL
0.156 SL 0.78 0.340
0.39 SL
0.19 0.88
0.10 0.021

*SL= sin lectura; Metanol= MeOH; Acido acético= AcOH; Hidréxido de amonio= NH40OH

1.2.3 Obtencion del extracto crudo

Para las primeras extracciones se utilizé acido acético al 1.25%, hidréxido de
amonio al 5% y metanol al 25% con la finalidad de obtener una mayor cantidad de
extracto crudo, los resultados se presentan en la Tabla 6. Se determin6é que el
reactivo con mejor rendimiento fue el acido acético, seguido del metanol y al final el
hidroxido de amonio. Sin embargo, estos extractos presentan sales, debido a la
presencia de agua de mar y por la neutralizacion del agente quimico empleado en
el disparo de los nematocistos. Por lo anterior, se llevé a cabo la desalaciéon

empleando técnicas cromatograficas para realizar un estudio comparativo.
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Tabla 6. Rendimientos de los extractos crudos liofilizados de AcOH (Acido acético), MeOH
(Metanol) y NH4OH (Hidroxido de amonio).

Extracto Rendimiento (mg)
MeOH al 25% 380.41
AcOH 1.25 % 1307.00

NH4OH 5% 153.00

1.2.4 Evaluacion de la actividad neurotéxica in vivo sobre O. quadrata

Una vez generados los extractos crudos de cada reactivo (Metanol al 25%, Acido
acético al 1.25% e Hidroxido de amonio al 5%) estos fueron sometidos a bioensayos
rapidos de actividad neurotoxica en el que se inyectaron 100 pL (4 mg/mL);
obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 7. Estos resultados demuestran
que la duracion y el efecto fue mayor empleando una disolucion de Acido acético al
1.25%, sin embargo, éste llevd a la muerte del cangrejo fantasma y al realizarse la
diseccion, se observo que los musculos presentan una textura gelatinosa debido
probablemente a la presencia de citolisinas. En cuanto a los extractos de metanol e

hidroxido de amonio después de cierto tiempo, el cangrejo logré recuperarse.

Tabla 7. Evaluacion de la actividad neurotoxica sobre cangrejo fantasma de los extractos

generados.
Extracto T|empq Actividad
transcurrido
Pardlisis, movimiento involuntario, espuma en la boca,
MeOH al 30 min descoordinacion, cambio de tonalidad blanca, quelipedos bajos,
0 z . 7z
25% mostro recuperacion.
AcOH al Paralisis, movimiento involuntario, quelipedos bajos, espuma en
2 horas . . .
1.25% la boca, cambio de tonalidad blanca y finalmente muerte.
Paralisis, movimiento involuntario, espuma en la boca,
NH4OH al . S . . . .
506 20 min descoordinacion, cambio de tonalidad blanca, quelipedos bajos,
mostré recuperacion.

*MeOH= Metanol; AcOH=Acido acético; NH4AOH= Hidréxido de amonio.
1.2.5 Perfil cromatogréafico de los extractos crudos por CLAR

Los perfiles cromatograficos obtenidos de los extractos crudos del analisis de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) fase reversa C18 se
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presentan en la Figura 15, en donde se puede observar la separacion de los
compuestos de acuerdo con su polaridad. Cabe destacar la presencia de moléculas
polares que salen con el frente de elucion. Ademés, se observa diferencias
significativas entre los perfiles y el area bajo la curva (concentracion) de los tres
reactivos inductores del disparo (metanol, hidroxido de amonio y metanol). Lo
anterior, podria explicar la diferencia de la evaluacion en la actividad sobre el

cangrejo fantasma.
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Figura 15. Cromatogramas en fase reversa por C18-U de los exactos generados de B. cavernata.
(A) Perfil del extracto de acido acético; (B) Perfil de extracto de metanol; (C) Perfil de hidréxido de
amonio. (D) Comparacion de perfiles para todos los extractos. Deteccién a 215 nm (UV, enlace
peptidico). 20 yL (4 mg/mL) del extracto crudo.

1.2.6 Perfil de los extractos crudos mediante Cromatografia de Gel
Permeable (CGP) para determinar la distribucion de pesos moleculares

Calibracion de la columna Yarra SEC-2000.

Para el analisis de la distribucion de pesos moleculares mediante cromatografia en
gel permeable (CGP), fue necesaria la calibracion de la columna Yarra utilizando

estandares de peso molecular conocido. Los resultados de las inyecciones se
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presentan en la Figura 16. Adicionalmente, se muestra la regresion lineal de la curva

estandar generada y los datos estadisticos obtenidos.

Curva Eslanda y = -0.2002x + 5.8922 e TN Yag w N TAT)

Figura 16. Cromatograma y curva estandar para la determinacion de los pesos moleculares de los
extractos, utilizando bacitracina (negro, 1.422 kDa), albimina y uracilo (rojo, 0.132 kDa).

Una vez calibrada la columna, se realizé el andlisis de los extractos generados, los
cuales se presentan en la Figura 17. Los perfiles por cromatografia en gel
permeable revelan que la distribucién de pesos moleculares en los tres extractos es
similar (3-5 kDa); por lo que se pueden esperar citolisinas del grupo 1 y
neurotoxinas; solo el extracto de metanol resulto con una sefal de pesos
moleculares bajos, muy parecidos al uracilo. Mas aun, la actividad biolégica revela
que todos los extractos fueron activos, siendo el extracto de &cido acético el de
mayor rendimiento, pero con el efecto indeseable de letalidad.
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Figura 17. Cromatogramas de los extractos para B. cavernata por gel permeable. (A) Perfil para
Acido acético (3.21 kDa). (B) Perfil para metanol al 25% (2.65 kDa). (C) Perfil para hidréxido de
amonio (2.98 kDa). (D) Comparacion de todos los extractos sobrepuestos.

1.3 Conclusiones

Se colect6 e identifico a la anémona B. cavernata de la costa de Yucatan.

La extraccion selectiva en acido acético 1.25% de los tentaculos de B. cavernata
fue la que mejor rendimiento obtuvo, ademas de ser el extracto que mejor actividad
presento, seguida del Metanol al 25%.

Las condiciones probadas en B. cavernata permitieron obtener un extracto activo,

sin embargo, el extracto presenta una gran cantidad de sales.
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Capitulo 2. Anthopleura texaensis

Después de realizar el estudio retrospectivo en B. cavernata, se procedio a utilizar
las condiciones 6ptimas en el organismo objetivo de este proyecto: Anthopleura

texaensis. La metodologia empleada para este capitulo se presenta en la Figura 18.

2.1 Metodologia

Con el propdsito de hacer mas comprensible el desarrollo metodoldgico de este
proyecto de investigacion se muestra en la Figura 18 el diagrama de la parte

experimental.

Identificacién Colecta
Evaluacion de la
Generacién del extracto | _ _ _ _ _ _ _ actividad neurotoxica en:
crudo, MeQH 25% 1. Ocypode quadrata
2. Artemia salina

Analisis de perfil
cromatogréfico

Prefraccionamiento y
Dl desalado empleando
EFS fase reversa

Analisis CLAR C18
fase reversa

Analisis de perfil
cromatografico

| l | l

F1 F2 F3 F4 F5
95:5 = 90:10 = 80:20 -~ 60:40 ol 100 ol
H,0:CH,CN H,0:CH,CN H,0:CH;CN H,0:CH,CN CH,CN 1
1
1
1
12

Analisis C18 Prefraccionamiento y

desalado empleando
EFS fase reversa

Fase reversa

Anzlisis de perfil

cromatografico T

1
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I

I
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I

]
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Figura 18. Diagrama de la metodologia empleada para A. texaensis.
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2.1.1 Areade colecta

Se realiz6 la inspeccion de rocas en la costa de Chabihau, Yucatan (21°21°28.8"N,
89°06’41.2”"W) en donde se encontraron colonias de anémonas, el area de colecta

se muestra en la Figura 19.

Mérida

Figura 19. Area de colecta en la costa de Chabihau, Yucatan.

2.1.2 Identificacién y colecta

La identificacion se realiz6 mediante la observacion macroscopica de los caracteres
(dimensiones, coloracién, forma, etc.) descritos para A. texaensis. Los organismos
fueron removidos de sus sustratos mediante el uso de cincel y martillo [Figura 20],
para posteriormente trasladarse a la unidad de Quimica en Sisal, Yucatan. Para
este estudio se colectaron 280 anémonas las cuales fueron trasvasadas a una

pecera con aireacion y cristales de mentol para su relajacion.
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Figura 20. Extraccion y colecta de A. texaensis utilizando cincel y martillo.
2.1.3 Generacién del extracto crudo de Anthopleura texaensis

La generacion del extracto crudo se realizé mediante el disparo de nematocistos de
los tentaculos de 280 anémonas previamente sedadas. Cada anémona se coloco
en 15 mL de la disolucion de metanol al 25% realizando movimientos circulares
durante 1 min. Se utilizaron 10 anémonas por cada 15 mL de la disolucion de
metanol al 25%, estas disoluciones fueron trasvasadas a tubos Falcon de 25 mL.
Después, se centrifugaron (equipo Universal 320) a 5000 rpm durante 8 min. Se
separd el sobrenadante para colocarlo en un matraz bola de 500 mL y eliminar el
disolvente organico mediante el uso de un sistema de rotaevaporacion (Bichi;
Modelo Rotavapor RE-IIl). Finalmente, esta Gltima disolucion se coloc6 en tubos
Falcon de 50 mL para su liofilizacion (Equipo LabConco, Freezone 2.5, -40 °C y

0.200 mBar), separacién biodirigida y analisis del perfil cromatogréfico.

2.1.4 Evaluacion de la actividad neurotdxica in vivo sobre O. quadrata y A.
salina del extracto crudo

Para realizar los ensayos de neurotoxicidad en el cangrejo fantasma (O. quadrata)

del extracto crudo se utilizé6 la misma metodologia descrita para B. cavernata.
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(Capitulo 1, seccion 1.2.4). Se implementd un ensayo de neurotoxicidad utilizando
como modelo a Artemia salina [59], a fin de minimizar la cantidad de muestra
requerida. Estudios previos han utlizado este ensayo para observar el
comportamiento del organismo a los segundos de su administracion, resaltando la
utilizacion de cantidades pequefas de la sustancia de interés. Este comportamiento

incluye descoordinacion, pardlisis, reduccion de la movilidad y hasta la muerte.

2.1.5 Modelos empleados para la separacién biodirigida

Se obtuvieron 200 mL de nauplios de Artemia salina del laboratorio de Alimento vivo
de la Unidad de la UNAM en Sisal, con flujo de aireacion (2-3 burbujas por segundo)
a una temperatura de 23-25 °C a las 24 y 48 horas. Posteriormente, se coloco una
luz por fuera del recipiente de los organismos con el fin de tomar alicuotas con
artemias funcionales. Se tomaron 8 alicuotas con una micropipeta de los
organismos para pasarlos a un matraz de 50 mL con agua de mar. De la disolucién
anterior, se tomaron 100 pL conteniendo 10-12 artemias, las cuales se colocaron
para cada pozo en una placa de ELISA. Consecutivamente, las artemias se
observaron durante 30 segundos mediante un microscopio estereoscopico para
evaluar el comportamiento (moviendo y orientacion), a continuacién, se aplicé cada
fraccidon para evaluar el efecto durante el mismo tiempo (30 segundos).
e Muestras
Se pesaron 10 mg del extracto crudo y se disolvieron en 1 mL de agua desionizada.
e Administracion
Se colocaron 50 uL del extracto o fraccion a evaluar por cada pozo de la placa

utilizada.

2.1.6 Prefraccionamiento y desalado mediante Cromatografia de Extraccion
en Fase Solida de fase reversa (EFS-FR)

En general, los extractos de organismos marinos contienen una gran cantidad de
sales y en nuestro caso, se incrementaron cuando se neutralizan los extractos
crudos generados con acido acético o hidréxido de amonio. En este sentido, fue

necesario desalar los extractos crudos empleando Cromatografia de Extraccién en
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Fase Solida de fase reversa (EFS-FR) y lavar los cartuchos con suficiente agua (5
mL de H20 tres veces por cartucho) para eliminar las sales, mientras que el emplear
un gradiente (agua:acetonitrilo) ayuda al prefraccionamiento del extracto crudo.

Para el proceso, se utilizaron tres cartuchos de extraccion en fase sélida C18-T de
fase reversa previamente acondicionados con 5 mL de metanol y luego 5 mL de
agua (Strata C18-T, 1 g fase/6 mL; 55 pum, 140 A, Phenomenex Inc.).
Consecutivamente, se colocaron 5 mL del extracto crudo (600 mg/5 mL por
cartucho, 4 g), después se lavdé con 5 mL de agua tres veces, y se eluyeron
diferentes sistemas 95:5, 90:10, 80:20, 60:40 de agua:acetonitrilo y 100% de
acetonitrilo, colectando cada sistema por separado. Posteriormente, se eliminé el
acetonitrilo al vacio mediante el uso de un sistema de rotaevaporacion (Buchi;
Modelo Rotavapor RE-III), para finalmente colocar la disolucién en tubos Falcon de
50 mL, someterlos a congelacién y llevarlos a sequedad mediante liofilizacién para

determinar el rendimiento.

2.1.7 Analisis por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) de
fase reversa C18 del extracto crudo

Para determinar la complejidad del extracto crudo generado, asi como el
prefraccionamiento realizado con Cromatografia de Extraccion en Fase Sélida de
fase reversa (EFS-FR), se procedié a generar el perfil cromatografico en Analisis
por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) empleando el sistema
Polaris 211 (Capitulo 1, seccion 1.1.9). En este sentido, se us6 una columna LUNA
Omega 5 ym PS C18 (250 x 4.6 mm, 100 A; Phenomenex, Inc; USA) y un detector
de UV a 215 nm. Para el analisis se utilizé agua (A) y acetonitrilo (B), empleando el
correspondiente sistema para su elucion. Comenzando con un gradiente de 100%
de A, luego de 100-85% A en 15 minutos, de 85-65% de A durante 20 minutos, de
65-50% de A durante 15 minutos, para posteriormente, en un tiempo de 20 minutos
pasar a 100% B. Se inyectaron 20 uL del extracto crudo o fraccién con un flujo de
1.0 mL/min con wun tiempo de andlisis de 30 min. (Método:
Pulpo_Analitico_1 Manual_UV325.METH-Fase reversa).
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2.1.8 Separacion de la fraccion activa del estudio Extraccion en fase solida
fase reversa (EFS-FR) mediante Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR) semipreparativo

Una vez realizado el analisis de las fracciones activas por CLAR-FR y CLAR-CGP,
se selecciono el extracto a separar por CLAR semipreparativo en funcion de la

actividad, simplicidad del perfil cromatografico y rendimiento.

La separacion se llevé a cabo en una columna Luna C18 semipreparativa (10 ym,
250 X 10 mm; 100 A, Phenomenex Inc.), como fase movil se emplearon agua (fase
movil A) y acetonitrilo (fase mévil B) comenzando con un gradiente de 90:10 (A: B)
a un flujo de 2 mL/min, a los 10 min 80:20 (A: B), a los 20 min 60:40 (A: B) y de 25-
28 min 100% de B, finalmente de 28-30 min 100% de A, con un tiempo de analisis
de 30 min. Se inyectaron 50 uL de una concentracién de 0.02 g/mL por fraccién. La
deteccidn se realizé a 215 nm (Método: Método 2_Atex Man_2ml_UV_215). Se
realizaron 3 andlisis empleando el mismo método y en cada uno de ellos se
colectaron las mismas fracciones, las cuales se colocaron en un vial &mbar para la
evaporacion del acetonitrilo, ultracongelandolos a -70° C para su posterior
liofilizacion y determinacion de rendimiento. Las muestras generadas en el primer
andlisis se sometieron a la determinacion de la actividad bioldgica, el segundo
andlisis se utilizd para evaluar la fraccion activa por CLAR-FR y CLAR-CGP,
mientras que el tercer analisis se someti6 a la determinacion de su peso molecular
por CL-EMAR.

2.1.9 Analisis por cromatografia de liguidos acoplada a espectrometria de
masas de alta resolucion (CL-EMAR) de la fraccion activa

Muestras: la muestra generada de la separacion cromatografica

(Atex_MeoH_C18T_60_40) se diluydé con agua grado Cromatografia de Liquidos

Espectrometria de Masas (CL-EM) y después se realizaron las correspondientes

diluciones para llegar a una concentraciéon de 10 ug/mL. De manera anéloga se

realizé la preparacion de un blanco de disolventes y de la muestra, para asi eliminar

el ruido de las muestras.
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Equipo: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplada a Espectrometro
de Masas (CL-EMAR).

Sistema CLAR Agilent 1260 LC acoplado a un detector de masas 6545
QTOF/HRMS de alta resolucion con una fuente ionizacion por Electrospray de tipo
Jet [Figura 21], operado en modo positivo (ESI+) a la fase movil se le adicion6 0.1%

de &cido férmico a las muestras para generar la ionizacién de los compuestos.

Figura 21. Equipo CL-EMAR Agilent 6545 QTOF (UJAT-C.I.C.T.A.T).

Las condiciones de andlisis del detector de masas fueron:

Voltaje del capilar 3500 V, gas para secado: N2, 10 mL/min a 300 °C, gas de
envoltura 10 mL/min 350 °C, voltaje del nozzle 1000 V, fragmentador 70 eV/1614
kcal/mol, Skimmer 65 V. Para sintonizar las masas, se utilizaron los estandares
siguientes: 121.0509 m/z (purine, CsHsN4) y 922.0098 m/z (hexakis (1H, 1H, 3H-
tetrafluoropropoxy) phosphazine, CisHi19OsNsPsF24). El detector de masas fue
operado en modo 2 GHz extendido, rango dinamico, y una velocidad de adquisicion

de 3 segundos (all ions Ms/Ms).

Andlisis cromatogréfico: Para la separacion cromatogréafica se utilizé una columna
C18 XB (1.7 mm de tamafio de particula, 100 X 21 mm, Phenomenex Inc, USA).
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Como fase movil se utilizo H20:CH3CN empleando un gradiente de acuerdo con la
Tabla 8, con un flujo de 0.2 mL/min durante 30 min de analisis. Después de la

separacion, la muestra se llevo al detector de masas donde se realizé el analisis.

Tabla 8. Gradiente para la separacion cromatografica de los extractos generados.

Téemr?np)o A () B ) (mFLI;Jri]Oin) Pr(gzir(;n
1 3.00 100.00 0.00 0.200 1300
2 8.00 85.00 15.00 0.200 1300
3 10.00 50.00 50.00 0.200 1300
4 15.00 0.00 100.00 0.200 1300
5 19.00 0.00 100.00 0.200 1300
6 26.00 100.00 0.00 0.200 1300
7 30.00 100.00 0.00 0.200 1300

2.1.10 Identificacion de los compuestos presentes en los extractos

Mediante los estudios de CL-EMAR, se separ0 la fraccidn activa, se obtuvieron los
pesos moleculares de alta resolucion y el tiempo de retencidén de las sefiales del
extracto activo. Los cuales fueron comparados con la base de datos Met-Lin
[Metabolitos naturales, 10000 compuestos, base de datos Agilent implementada en
el programa PCLD de MassHunter, Agilent Inc.] para realizar la identificacion (o mas

bien una anotacién) de los compuestos presentes.
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2.2 Resultados y discusion

Con el propésito de presentar resultados y ser claro en el proceso de separacion,
cada una de las técnicas utilizadas se han agrupado en secciones diferentes con el
objetivo de especificar la importancia de cada una de ellas.

2.2.1 Identificaciéon y colecta

Para la colecta de la anémona Anthopleura texaensis se extrajeron 280 ejemplares
en las coordenadas de la costa de Chabihau mencionadas anteriormente. Con
respecto a la taxonomia de Anthopleura texaensis, destaca que los tentaculos son
lisos, delgados, totalmente expandidos con puntas afiladas de color transparente,
con manchas de color blanco a lo largo de su extensién, disco oral plano, liso, de
color verde oliva, con disco pedal desarrollado [Figura 22]. Ademas de que el sitio
en donde se encontraron, se observo la distribucion en colonias, algunas se
encontraban superficialmente en las rocas, pero la mayoria estaban en las
hendeduras profundas (estructuras tipo cueva) ya que les confiere cierta proteccion
a las anémonas. Cabe destacar que la identificacion se realizO mediante la

comparacion de los caracteres macroscopicos descritos por Gonzalez-Mufioz [55].

Figura 22. Anémona Anthopleura texaensis. A) Racimo de anémonas adheridas a una roca. B)
Anémona vista de forma lateral.
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2.2.2 Obtencién del extracto crudo

En relacion con los resultados del estudio retrospectivo en B. cavernata se eligio
utilizar MeOH al 25% debido a que contiene una mayor concentracion de proteinas
en el extracto activo. En la Tabla 9 se muestran los pesos de los organismos

colectados antes y después de llevarlos a sequedad.

Tabla 9. Rendimiento obtenido de los especimenes utilizados

Peso (g9)
Peso hiimedo de una anémona 0.9003
Peso total de anémonas recolectadas 139.00
Peso del extracto crudo liofilizado 45672

Con estos resultados se puede observar que a pesar de que se recolectaron un
namero grande de especimenes (280 ejemplares), la cantidad total una vez llevados
a sequedad es minima, ya que la especie en si es pequefia (menosde5cmy 1l g
de peso humedo), ademas, se tiene reportado que el rendimiento de productos
naturales marinos es de 10% en promedio [59].

2.2.3 Evaluacion bioldgica en O. quadrata y A. salina del extracto activo

Los nauplios de Artemia salina se han utilizado en estudios toxicolégicos y
ecotoxicolégicos como un método practico y econémico para la determinacion de
bioactividad de productos naturales. Dentro de las ventajas se encuentra el hecho
de que se disponen de un numero suficiente de individuos de la misma edad y
condicion fisiol6gica que conlleva a ensayos reproducibles y rapidos. Para los
ensayos de neurotoxicidad y al utilizar extractos de productos naturales, la
respuesta bioldgica basada en la reaccion del espécimen da pauta para detectar y

aislar los extractos y/o fracciones activas.

Por otro lado, los ensayos de neurotoxicidad en O. quadrata [56] han demostrado
utilidad para extractos de productos marinos debido a la facilidad de observar el
comportamiento del espécimen. Dicho lo anterior y considerando los resultados
obtenidos, utilizando B. cavernata se procedio a utilizar estos dos modelos (A. salina

y O. quadrata) para la evaluacion biologica del extracto de A. texaensis.
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De acuerdo con la Tabla 10 y comparando el ensayo de neurotoxicidad utilizando al
cangrejo fantasma y A. salina, se observo que para ambos ensayos se obtuvo un

efecto de inmovilidad y sedacion e incluso la letalidad para el cangrejo fantasma.

Tabla 10. Comparacion en el ensayo de neurotoxicidad para A. salina y cangrejo fantasma para la

evaluacion del extracto crudo.

Organismos Concentracion | Cantidad Actividad
[mg/ml] [LL] N
Nauplios de A. salina 10 50 Se observa descoordinacion. Algunas se
aglomeran en un solo lugar y otras se
alas24h .
paralizan.
Nauplios de A. salina 10 50 Hay descoordinacion con movimientos
alas 48 h mas lentos.
Se observan movimientos involuntarios
en los pereiopodos, se bajaron las
Cangrejo fantasma 4 100 quelas. Al minuto tres se paralizé
completamente el organismo y a los
veinte minutos murio.

2.2.4 Prefraccionmiento y desalado mediante Cromatografia de Extraccion
en Fase Solida de fase reversa (EFS-FR)

Posterior a la extraccibn metandlica, se procedi6 a la desalacion vy
prefraccionamiento con el proposito de separar el extracto crudo y obtener
fracciones con diferente polaridad. Los resultados obtenidos que se observan en la
Tabla 11 muestran un rendimiento menor al 0.5% para cada fraccion, siendo las
fracciones F3 y F4 las de mayor rendimiento, en donde se encuentran metabolitos
polares y de mediana polaridad, correspondientes a nuestras moléculas de interés,

mientras la fraccién F5 obtuvo el rendimiento mas bajo.

Los bajos rendimientos obtenidos para cada fraccion se deben principalmente a la

gran cantidad de sales que tiene el extracto.

Tabla 11. Rendimientos para el prefraccionamiento mediante Extraccién en Fase solida (EFS C18-
T) Metanol al 25%.

Fraccion Sistema Cantidad Rendimiento
(H>0:CH3CN) (mg) (%)
F1 95:5 3.3 0.072
F2 90:10 3.4 0.074
F3 80:20 5.1 0.112
F4 60:40 4.6 0.101
F5 100~ 2.9 0.063

*100% de CH3CN: Acetonitrilo
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Una vez obtenidas las fracciones a partir de la EFS-FR para el extracto de A.
texaensis, se realizaron evaluaciones de la actividad neurotoxica en A. salina para
cada una de ellas, debido a que las cantidades obtenidas para cada fraccion fueron
muy pequefas. De acuerdo a la Tabla 12, las fracciones que mostraron actividad

fueron F3 y F4, destacando la descoordinacion y movimientos lentos de los

nauplios.

Tabla 12. Evaluacion de la actividad neurotoxica sobre A. salina de las fracciones obtenidas.

Fracciones Sistema Actividad en Actividad en Cantidad | Concentracion
(H20:CH3CN) | nauplios 24 h nauplios 48 h (mg) (mg/mL)

F1 95:5 Sin efecto Sin efecto 1.5 15

F2 90:10 Sin efecto Sin efecto 1.5 15
Descoordinacién, | Descoordinacion,

F3 80:20 movimientos movimientos 1.5 15
lentos lentos
Paralisis, L,
descoordinacién Descoorc#mgcmn

F4 60:40 y  movimientos ?gntorsnowmlentos 1.5 15
lentos

F5 100* Sin efecto Sin efecto 1.5 15

*100% de CH3CN: Acetonitrilo

2.2.5 Andlisis de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) de
fase reversa C18 del extracto crudo de A. texaensis

Para conocer y evaluar la complejidad quimica de la muestra del extracto crudo, se
utilizé una columna de C18 para analizarse CLAR fase reversa, obteniéndose asi
un cromatograma mostrado en la Figura 23, en el que se observan varias sefiales
después del minuto catorce correspondientes a moléculas medianamente polares,
ademas de que se observa una pequefia sefial aislada en el minuto nueve

correspondiente a moléculas de mayor polaridad.
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Figura 23. Cromatograma del extracto crudo para A. texaensis empleando deteccion UV a 215nm.
HPLC Varian 211, LUNA C18. Método en gradiente de H20:CH3CN, flujo 1 mL/min.

2.2.6 Separacion de la fraccion activa del estudio EFS-FR mediante CLAR
semipreparativo en fase reversa

Posterior a la realizacion de los perfiles cromatograficos tanto de complejidad
quimica como por peso molecular del extracto, se procedié a estudiar las fracciones
F3 y F4 que resultaron ser activas. Los cromatogramas para cada fraccién se
obtuvieron de la separacién llevada a cabo con una columna Omega C18

semipreparativa mostrados en las Figuras 24 y 25.

mALl A _texaensis_B0_40_c18t_metoh25_3 DATA

= A | X
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ki T ; [rmin]
o 2 4 ] & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

Figura 24. Cromatograma de la fraccién F4 analizada por CLAR-C18, HPLC Varian 211,
OMEGA(C18). Gradiente de H2O:CH3CN. Flujo 1 mL/min en 30 min; 20 pL; deteccién 215 nm.
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Figura 25. Cromatograma de la fraccién F3 analizada por CLAR-C18, HPLC Varian 211,
OMEGA(C18). Gradiente de H20:CH3CN, flujo 1 mL/min durante 30 min; 20 pL; deteccién 215 nm.
Para el cromatograma de la fraccion F4 representado por la Figura 24, se puede
observar un pico grande en los primeros cuatro minutos que corresponde a
moléculas muy polares que no fueron retenidas por la columna. Sin embargo,
también se observan dos pequefias sefiales, una en el minuto cuatro y otra entre el
minuto once y doce. Por su parte, para el cromatograma de la fraccion F3
representado por la Figura 25, solo se observa el pico grande en los primeros tres
minutos de las moléculas no retenidas por la columna, esto podria deberse a la

pequefia cantidad que se administré (1.5 mg/100 pL).

Siguiendo con la separacion biodirigida, se aislaron las fracciones F3 y F4 con una
columna Luna 10u (C18). Obteniéndose tres fracciones para cada una; FA (tr=9-11
min), FB (tr=13-15 min), FC (tr=20-23 min) para la fraccion F4 y FD (tr=5-6 min), FE
(tr=6-8 min), FF (tr=20-22 min) para la fraccion F3, representados en la Figura 26,
Figura 27 y Tabla 13.

Se colectaron esas fracciones debido a que se observan aisladas esas sefiales,
aunque para la separacion de la fraccion F3 entre el minuto cinco y ocho, las sefales
se encontraban muy juntas, por lo que fueron colectadas en diferentes tubos para

asi obtener la fraccion FD y FE.

Cada fraccion fue evaluada utilizando el ensayo de neurotoxicidad en A. salina

obteniéndose los resultados mostrados en la Tabla 13.
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Figura 26. Cromatograma de la fraccién F4, analizada por CLAR C18 HPLC Varian 211, Gradiente
H20:CH3sCN, flujo 2 mL/min en 30 min; 50 pL; deteccion UV 215 nm.

RT [min]

24 26 28 3t

Figura 27. Cromatograma de la fraccién F3, analizada por CLAR C18 HPLC Varian 211, Gradiente
H20:CH3sCN, flujo 2 mL/min en 30 min; 50 pL; deteccion UV 215 nm.

Tabla 13. Actividad neurotéxica de las fracciones F4 y F3 sobre A. salina de 24 h.

Fraccion Actividad en nauplios de 24 h Cantidad Concentracion
(mg) (mg/mL)
FA Descoordinacién y movimientos lentos 1 10
FB Paralisis, descoordinaciéon y movimientos 1 10
lentos
FC Sin actividad 1 10
FD Descoordinacién y movimientos lentos 1 10
FE Sin actividad 1 10
FF Sin actividad 1 10
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2.2.7 Analisis por cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas de alta resolucion (CL-EMAR) de la fraccion activa

En la Figura 28 se presenta el cromatograma obtenido de la fraccion analizada FA.
Los resultados obtenidos de la separacion semipreparativa realizados en columna
C18 revelaron que la sefial activa es la que tiene un tiempo de retencion de 9.5 a
11 min. Desafortunadamente, la fraccién aislada solo alcanzo para realizarle la
evaluacion biologica, sin embargo, la fraccion resultante de la separacion por EFS
en cartucho (C18T F4), se someti6 al analisis por CL-EMAR, y en el cromatograma
aparece la sefal correspondiente a este tiempo de retencion (10.4-10.7 min). El
espectro de masas obtenido se presenta en la Figura 29, se observa que las
moléculas que se presentan en este extracto son de bajo peso molecular, lo cual
fue inesperado, dado que toda la separacion biodirigida fue realizada en la

busqueda de polipéptidos.

x102 [+ES BPC Scan Frag=175.0W A_texpensis_C18T_ED_40msMs d

1 2 3 4 5 & ¢ E 89 10 1M 12 13 14 15 1B 17 18 19 20 N 2 13N B XK T BB
Counts vs. Acquisition Tena (min)

Figura 28. Perfil cromatografico del extracto de A texaensis MeOH C18T F4. El analisis se realiz6
en un sistema Agilent LC-MS QTOF 6545 de alta resolucién

La identidad de los compuestos se logro determinar mediante la busqueda de las

masas de alta resolucion en la base datos MetLin. Los resultados obtenidos revelan

la presencia de dos compuestos: la 5'-Deoxi-5'-(metilsulfinil)adenosina, y un

compuesto no identificado (FM: CsH2N4O, MM: 134.0229 uma).
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La identidad de este Ultimo compuesto se traté de realizar mediante la busqueda
sistematica en la base de datos internacional SClfinder (CAS, American Chemical
Society), donde se encontraron 534 compuestos con esa formula molecular, sin
embargo, ninguno de los compuestos fue aislado de algun organismo marino [62].
Por lo anterior, no es factible indicar la estructura de este ultimo compuesto. La 5'-
Deoxi-5'-(metilsulfinil)adenosina, es un compuesto que ya fue identificado en un
hongo marino [59] y en un estudio metabolomico en una ostra [60]. Se ha
demostrado que la metiltioadenosina tiene actividad como aglutinante de plaquetas
[61].

x10% [<ES! Scan (rt: 10.412-10.767 min, 7 scans) Frag=175.0v A tecsensis_C18T_60_40mabls.d
16
NH,
15

CHz <PJ | =n 5'-Deoxi-5'-(metilsulfinil)ladenosina
i Ofs N NJ) Cll H15 N5 04 S [M+H]+§_§l= 314.0920
. [M+H]+ det= 314.0924

08 OH  OH

85 % % 100 105 110 115 120 125 130 135 140 145 150 155 180 165 170 175 180 165 150 135 200 206 210 215 2 b6 310 315 320 35 300 335 340 345 350 3% 0 365 W0 375 340 3%

Figura 29. Identificacion de la 5'-Deoxi-5'-(metilsulfinilladenosina mediante CL-EMAR. En la figura
se muestra el espectro de masas de alta resolucién obtenido del tiempo de retencion del
cromatograma, donde el ion de la masa monoisotépica correspondiente al compuesto sefialado.
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2.3 Conclusiones

Se identificaron y colectaron 280 ejemplares de la anémona A. texaensis

encontradas en la costa de Chabihau, Yucatan

Se obtuvo un rendimiento menor al 5% de peso seco utilizando como reactivo el

metanol al 25% para el disparo de nematocistos.

Se realiz6 una comparacion de bioensayos rapidos de neurotoxicidad utilizando al
cangrejo O. quadrata y A. salina para las evaluaciones de los analitos, resultando

conveniente emplear a A. salina en las fracciones obtenidas.

Al realizar el prefraccionamiento mediante EFS C18-T se obtuvieron rendimientos
menores al 0.5% para las cinco fracciones, siendo las fracciones F3 y F4 las de
mayor rendimiento, asi como las que presentaron actividad neurotdxica sobre A.

salina.

Se obtuvieron los perfiles cromatograficos de las fracciones F3 y F4 aislando las
sefiales que correspondian a moléculas de mediana polaridad y realizando su
separacion de cada una de ellas, obteniéndose seis fracciones que al ser evaluadas
mediante el ensayo de neurotoxicidad en A. salina, la fraccion FA y FD presentan

actividad.

Mediante un andlisis por CL-EMAR se obtuvo un perfil cromatogréfico en el que se
observaron moléculas de bajo peso molecular, que a través de la base de datos

MetLin se obtuvo el compuesto 5" -Deoxi-5"-(metilsulfinil) adenosina.
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