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Introduccién

Los arrecifes de coral son ecosistemas vulnerables. Por ello, la mayoria de los arrecifes
de coral en México entran en alguna categoria de area natural protegida (ANP); son
ecosistemas de los cuales muchas personas viven, ya que son fuente de actividades
productivas como el turismo y la industria pesquera, proporcionan proteccion a ciudades
y comunidades durante huracanes y tormentas tropicales, ademéas de que son una
fuente valiosa para la investigacion con aplicacion médica. Para su supervivencia en un
habitat altamente competitivo, los organismos que habitan el arrecife de coral
desarrollan compuestos quimicos incorporados en venenos y mecanismos de defensa.
El potencial médico y farmacéutico de esos compuestos en cuanto a bioprospeccion e
investigacion para encontrar la cura de enfermedades es incalculable. Muchos
economistas creen que es imposible determinar el valor de los arrecifes en el campo
farmacéutico e incluso que el valor médico de los arrecifes no sera nunca revelado si su
destruccion no se evita (AIDA, 2015).

El ambiente marino presenta una gran diversidad de organismos; como ya se mencioné
muchos han desarrollado mecanismos de defensa ante el medio competitivo en el que
habitan, como es la produccion de compuestos téxicos ante otros organismos. La
toxicidad de su veneno se debe a la alta especificidad por tejidos, células o receptores
particulares, pudiendo ser farmacos ideales por dicha selectividad (Mebs, 2002). De este
modo, no es de sorprenderse que en los Ultimos afios los avances en el descubrimiento
de productos naturales de origen marino hayan sido en su uso en ensayos clinicos para
el tratamiento de cancer, enfermedades de transmisién sexual, condiciones
inflamatorias y enfermedades microbianas, entre otras. (AIDA, 2015; Rocha et al., 2011).
Elmar ha demostrado ser una abundante fuente de agentes farmacolégicamente activos

para el tratamiento de diversas enfermedades.

Los compuestos marinos bioactivos pueden ser utilizados para una variedad de
aplicaciones: como herramientas moleculares, en cosméticos, como compuestos
guimicos puros, como nutracéuticos, y en industrias agroquimicas, entre otros. A pesar
de lo anterior solo unos pocos productos derivados de compuestos marinos se
encuentran actualmente en el mercado (ej. Prialt® y Yondelis®); muchos nuevos
compuestos estan ahora en linea de investigacién clinica y muchos mas estan en
desarrollo clinico. El hecho de que virtualmente los productos naturales marinos no

pueden encontrarse en las farmacias no se debe precisamente a la limitada diversidad



de organismos marinos. De fuentes marinas se han obtenido 14 000 diferentes
productos naturales, muchos de ellos siendo estructuralmente Unicos y ausentes en los
organismos terrestres. Un serio problema respecto al desarrollo de farmacos y la
produccion sostenible que comparten las esponjas, tunicados y otros invertebrados
radica en las cantidades limitadas de biomasa disponible de poblaciones silvestres y la

complejidad que implica el desarrollo de estos productos (Rocha et al., 2011).

Cnidarios

Los celenterados (nombre anterior actualmente en desuso) o cnidarios (del griego knidi,
gue significa ortiga) son animales con una estructura simétrica radial simple: una boca
gue es la apertura de una cavidad y una membrana corporal consistente de dos capas
celulares (ectodermo y endodermo), separadas por una sustancia gelatinosa amorfa
(mesoglea). Debido a la sensacién que producen al ser tocados, los cnidarios son

también conocidos como ortigas de mar (Bonamonte et al., 2016).

El phylum Cnidaria tiene distribucién mundial, aunque prevalece en mares tropicales y
subtropicales. El phylum se subdivide en 5 clases: Scyphozoa (del griego skyphos=
copa) comprende alrededor de 200 especies de medusas verdaderas; Anthozoa (del
griego anthos= flor) comprende alrededor de 7 300 especies que se dividen en
anémonas, corales duros y suaves, y plumas de mar; Hydrozoa comprende alrededor
de 3300 especies en las que se encuentran corales de fuego (corales no verdaderos) e
hidras; Cubozoa 36 especies de cubomedusas; y Staurozoa que comprende 50
especies. El phylum es antiguo y sus origenes se remontan al Gltimo periodo criogénico
del precambrico, hace unos 640 millones de afios; cuenta con méas de 9 000 especies y
representa uno de los phyla marinos mas grandes. Estos organismos producen una
variedad de péptidos y proteinas que actian como neurotoxinas o citolisinas (Anderluh
y Macek, 2002). El analisis de toxinas de muchas especies de anémonas esconde un
rico repertorio de compuestos de diversos pesos moleculares tales como las toxinas
polipeptidicas formadoras de poros de aproximadamente 20 kDa, toxinas polipeptidicas
gue acttan en canales de potasio de 3.5 a 6.5 kDa y toxinas que actian en canales de
sodio de 3 a 5 kDa (Anderluh y Macek 2002; Moran et al., 2009).

En las primeras décadas del siglo XX era imposible aislar y caracterizar quimicamente

los compuestos de venenos, porque dificilmente existian las técnicas bioquimicas de



aislamiento; sin embargo, el quimico francés Richet parcialmente purifico, estudi6 y
nombrdé dos componentes activos de extractos tentaculares de anémonas europeas,
“Congestina” y “Thalasina”, obtenidos principalmente de Actinia equina pero también de
Anemonia sulcata. Posteriormente se encontré que la Thalasina libera histamina de los
mastocitos y cuando se inyecta en la piel causa la liberacibn de una sustancia de
reaccion lenta, que mas tarde se demostré era una prostaglandina. Aunque se penso
en un principio que la Thalasina era un ion trimetilamonio, estudios subsecuentes
demostraron que esta simple amina carece de los efectos; por lo tanto, la identidad de
la Thalasina es aun desconocida. En 1975 se aislaron inicialmente tres neurotoxinas
peptidicas, los cuales son péptidos homdélogos que retrasan el proceso de inactivacion
de los canales de sodio dependientes de voltaje. La secuencia de aminoacidos de la
toxina ATXIl de A. sulcata fue la primera en ser reportada como un péptido de cnidario
(Turk y Kem, 2009). En 2008 Honma y su equipo de trabajo publicaron la elucidacién
estructural de cuatro toxinas peptidicas aisladas de Stichodactyla haddoni, tres de ellas
(SHTX I-1lIl) con efecto paralizador en cangrejos; se determind que son toxinas que
afectan los canales de potasio y una SHTXIV con efecto letal en cangrejos afectando

los canales de sodio (Honma et al., 2008).

En los estudios realizados con anémonas, se obtuvo la evidencia de que pueden
producir cuatro grupos de polipéptidos con actividad citolitica; la clasificacién esta
basada en su peso molecular: a) péptidos de 5 — 8 kDa con actividad antihistaminica; b)
proteinas aproximadamente de 20 kDa, las cuales son formadoras de poros, con
afinidad a la esfingomielina; c) citolisinas con actividad de fosfolipasa A, de entre 30 y
40 kDa, y un grupo de proteinas de 80 kDa representado por la citolisina de la especie
Metridium senile. Las citolisinas han sido empleadas como modelos para estudiar la
interaccion entre las proteinas y la membrana lipidica y se han examinado para erradicar

células tumorales entre otros (Anderluh y Macek, 2002).

Las neurotoxinas son polipéptidos con pesos moleculares de entre 3 — 6.5 kDa que
pueden ser clasificadas de acuerdo con su sitio de accién o con sus sitios de unién en
los canales idnicos. Las que han sido detectadas en los nematocistos de anémonas
poseen una alta afinidad por los canales i6nicos de membranas excitables y provocan
potenciales de accion extremadamente prolongados generando una masiva liberacién
de neurotransmisores de las terminales nerviosas (Mebs, 2002). En estudios mas
recientes se ha llegado a la conclusibn de que el cambio ambiental ha forzado

probablemente la diversificacion de toxinas de anémonas, de hecho, no solo ha habido



variaciones en la configuraciéon de las mismas, sino que se ha demostrado que cada

una es codificada por una familia diferente de genes (Moran et al. 2009).

Clase Anthozoa- Anémonas

La clase Anthozoa de acuerdo con Segura-Puertas y colaboradores (2007) incluye a las
anémonas y otros cnidarios con esqueletos (como los corales esclaractineos) y sin
esqueleto (como las anémonas tubo); también a las plumas de mar, corales azules y
corales negros; es la clase mas grande del phylum y cuenta con mas de 6 000 especies.
Dada la intencion de este trabajo, nos enfocaremos principalmente en las anémonas,
las cuales siempre tienen mas de ocho tentaculos y la mayoria se fijan de manera
permanente o temporal en sustratos solidos por secreciones provenientes de un disco

bien diferenciado.

Las anémonas tienen cuerpo transparente debido a su alto contenido acuoso, por
encima del 95% del peso corporal; fuera del agua pierden su forma y parecen una masa
gelatinosa. Su cuerpo esta formado de una columna cilindrica muscular con un disco
oral plano, en cuyo centro se abre la boca, rodeada por una o varias series de tentaculos.
En el extremo opuesto se encuentra un disco basal amplio, que puede ser muscular e
interviene en la locomocién o en el anclaje del animal al sustrato; poseen dos estructuras
anatémicas relacionadas, la faringe y los mesenterios, que son Unicos entre los pélipos
de los cnidarios. La faringe o estomodeo es un conducto tubular que se extiende desde
la boca hasta mas alla de la mitad de la cavidad gastrovascular. En la mayoria de las
especies, la faringe contiene al menos un canal longitudinal flagelado llamado
sifonoglifo, que facilita la circulacion del agua hacia la cavidad gastrovascular
permitiendo mantener el esqueleto de tipo hidrostatico sobre el cual opera el sistema
muscular; ademas permite el intercambio de gases a través de la superficie
gastrodérmica. La faringe de la mayoria de las anémonas presenta dos sifonoglifos en
posicion opuesta. Los mesenterios longitudinales (completos e incompletos) son
dobleces de la pared del cuerpo que dividen la cavidad gastrovascular, poseen
musculos longitudinales retractores que permiten a los pdélipos retraerse; ademas de
proveer soporte, posiblemente incrementan el area superficial para la absorcion de
alimentos y para el intercambio gaseoso. La musculatura esta formada por células
epiteliomusculares derivadas tanto del ectodermo como del endodermo; la musculatura
epidermal es longitudinal en los tentaculos y radial en el disco oral. La musculatura

circular esta bien desarrollada en la gastrodermis columnar. Aungue la mayoria de los
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antozoos son sésiles, algunos son capaces de una locomocién limitada; en las
anémonas existen por lo menos cuatro formas de locomocion: por lo general se deslizan
con el disco pedal, pero también pueden caminar utilizando los tentaculos, se entierran
y nadan momentaneamente. El sistema nervioso consiste en una red nerviosa (plexo)
gue recibe la informacién de células sensoriales y estimula a varios juegos de musculos
especializados; es capaz de coordinar las actividades de cada pélipo en la captura de
las presas. Su reproduccion sexual ocurre por gemacion, fragmentacion o también
fertilizacion de gametos interna o externa; carecen de una fase medusoide
predominando la forma polipoide. Algunas especies tienen ciclos reproductivos
mensuales, otras se reproducen solo durante ciertos meses del afio y otras mas una

vez al afio (Fernandez del Alamo y Rivas, 2007).

Nematocistos

A diferencia de muchos otros animales venenosos, las anémonas carecen de una
glandula venenosa u érgano de inyeccion. En su lugar, para la entrega de veneno usan
a los nematocistos, distribuidos en todo su cuerpo, mismos que son reemplazados
después de la descarga. Los nematocistos son las secreciones especializadas, no vivas,
de las células conocidas como nematocitos. Estd bien documentado que estas
secreciones son comunes en las planulas y que los nematoblastos aparecen en los

embriones 12 horas después de la fertilizacién (Kass-Simon y Scappaticci, 2002).

A pesar de la inusual diversidad morfologica y genética, todos los cnidarios producen
estructuras anatémicas urticantes llamadas nematocistos, que son usadas para la
defensay caza. Los hematocistos son estructuras proteinaceas complejas intracelulares
y su liberacion es considerada uno de los procesos mas rapidos en la naturaleza; este
armamento de nanojeringas soporta presiones de aproximadamente 150 atm antes de
descargarse y traspasar la piel de sus presas o predadores a aceleraciones de mas de
5 millones de gravedad, haciéndolo uno de los eventos biomecénicos mas rapidos
conocidos. La mayoria del volumen celular del nematocito esta ocupado por el
nematocisto, una vesicula larga derivada del aparato de Golgi; los nematocistos se
someten a un proceso de ensamblado, maduracion y migracion, al final del cual son
desplegados tipicamente en el ectodermo de los tentaculos de caza. Una vez totalmente

cargados se convierten en un microarmamento (Rachamim et al., 2014).



La estructura de la capsula del nematocisto en si misma esta compuesta de una mezcla
de proteinas reticuladas por puentes disulfuro intermoleculares que la proveen de fuerza
y elasticidad, con proteinas estructurales adicionales formando sus puas. La matriz
altamente compacta dentro de la capsula esta compuesta principalmente por poli-y-
glutamato asociado con cationes. Tras la activacion del nematocito, el agua fluye a
través de la pared, causando la disociacion de la matriz agregada y resulta en el
aumento de la presion osmatica que conduce a la descarga explosiva del nematocisto
(Rachamim et al., 2014).

En un estudio hecho por Moran y colaboradores en 2012 con la anémona Nematostella
vectensis se demostrd, por medio del empleo de inmunohistoquimica e imagenologia,
gue la neurotoxina Nv1 (tipo I) estaba presente en compartimientos diferentes a los
nematocistos. A pesar de que la anémona produce nematocistos 24 h después de la
fertilizacion, la neurotoxina solo es funcional en anémonas adultas y aparece marcada
por el anticuerpo en poélipos que se desarrollan 9 dias después de la fertilizaciéon; esta
anémona presenta nematocistos delgados y largos, pero las células tefiidas con el
anticuerpo son gruesas, ligeramente redondeadas, carecen de nematocistos y estan
llenas con vesiculas del anticuerpo, lo que sugiere que estas son células glandulares.
En el mismo trabajo se probd el anticuerpo en la neurotoxina Av2 de la anémona
Anemonia viridis que es una especie poco relacionada con N. vectensis, pero que
presenta similitudes con su neurotoxina Nv1; se tifieron células glandulares parecidas a
las encontradas en N. vectensis, aunque en menor cantidad. En A. viridis, ademas
también se tifieron numerosas fibras en el tentaculo que después se revel6 eran tabulos
de nematocistos descargados. Este estudio deja en claro que, aunque los hematocistos
son los organulos especializados en la entrega de toxinas por excelencia, que a su vez
hacen esta entrega mas rapida, no son los Gnicos compartimentos de almacenamiento

de toxinas y que las toxinas también pueden ser liberadas al medio directamente.

Reacciones observables al contacto con anémonas

Notablemente los cnidarios carecen de un sistema de proteccién tradicional como los
organismos superiores, tal como barreras impermeables (cuticula, exoesqueleto),
hemolinfa y células fagociticas migratorias. Adicionalmente viven en habitats
normalmente llenos de virus, bacterias, protistas y pardsitos, a los cuales estan

constantemente expuestos y aun asi ellos no parecen vulnerables a patégenos; esto se
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debe a los compuestos de defensa contenidos en los hematocistos (Mariottini y Grice,
2016). Es bien conocido que las anémonas son una rica fuente de proteinas y
polipéptidos biol6gicamente activos; muchas toxinas citoliticas, neuropéptidos e

inhibidores de proteinasa se han identificado de ellas (Zhang et al., 2016).

Se han observado muchos casos de reacciones al contacto con anémonas y existe un
espectro variable en cuanto a su toxicidad; algunas especies solo producen una
sensacion de quemadura y prurito, mientras que otras son capaces de producir
afecciones mas graves. Para la especie Anemonia sulcata, algunas reacciones
comienzan después del contacto accidental con el animal mientras otras son
provocadas dado que algunas personas, a pesar de ser advertidas sobre sus efectos,
gustan de jugar con ellas. Desde el punto de vista clinico, las anémonas inducen las
mismas lesiones que las provocadas por medusas, pero de acuerdo con grupo de
Benamonte y colaboradores (2016), los sintomas son mas marcados.
Morfolégicamente, ademas del aspecto eritematoso y edematoso, las lesiones son la
mayoria de las veces vesiculares y en ocasiones necrotizantes. Si el edema es lo
suficientemente serio puede crear un angioedema. Dependiendo de la gravedad clinica
de las lesiones, el curso del malestar tiene una duracién que va de 15 a 30 dias y puede
estar acompafiada de sintomas subjetivos y sistémicos graves; el dolor y sensacion de
guemadura son a veces intolerables, tal como el malestar, dolor de cabeza, nausea y
vomito; la debilidad muscular y los calambres, estan casi siempre presentes. Las
secuelas discrémicas son mucho mas frecuentes después de reacciones a anémonas
que a medusas. Las manifestaciones clinicas de dermatitis causadas por anémonas
dependen en gran medida de la magnitud de las lesiones. Muchas reacciones locales
serias, como las ulceraciones que duran varios meses, se han reportado de las
anémonas Actinodendron plumosum y Triactis producta. La anémona Phyllodiscus
semoni (una de las mas peligrosas, comun en el Océano Pacifico oeste) puede inducir
falla renal aguda con dafio en el endotelio glomerular en humanos. De la anémona
Actinia equina fueron aisladas muchas equinatoxinas, potentes proteinas citoliticas y la
equistatina un inhibidor de cistein proteasas. La equistatina ha demostrado ser un
inhibidor muy potente de papaina y un inhibidor especifico de la proteina aspartica
catepsina D. Mientras las proteasas de cisteina como papaina se han implicado en
varias enfermedades del sistema nervioso central, como tumores cerebrales, Alzheimer,
infarto cerebral, lesiones cerebrales, enfermedades neuroldgicas autoinmunes y ciertas
formas de epilepsia, la proteinasa aspartica de catepsina D esta involucrada en la

patogénesis de cancer de mama y posiblemente en Alzheimer (Rocha et al., 2011).



Sistema nervioso

Con un peso de alrededor de 2 kg el sistema nervioso humano es uno de los mas
pequefios y, sin embargo, de los mas complejos sistemas y aparatos del cuerpo. Esta
red intrincada de miles de millones de neuronas esta organizada en dos subdivisiones

principales; el sistema nervioso central y el sistema nervioso periférico.

El sistema nervioso central (SNC) esta formado por el encéfalo y la médula espinal. El
encéfalo es la parte del SNC que se localiza en el craneo y contiene aproximadamente
100 000 millones de neuronas. La médula espinal esta conectada con el encéfalo a
través del foramen magno del hueso occipital y esta rodeada por los huesos de la
columna vertebral. EI SNC procesa diversos tipos de informacion sensitiva aferente. Es
también la fuente de los pensamientos, emociones y recuerdos. La mayoria de los
impulsos nerviosos que estimulan a los musculos para que se contraigan y a las
glandulas para que aumenten su secrecién se originan en el SNC (Tortora y Derrickson,
2010).

El sistema nervioso periférico (SNP) incluye los nervios craneales y espinales y esta
dividido en un sistema nervioso somatico (SNS) y un sistema nervioso entérico (SNE)
del que se hablara mas adelante. La neurona preganglionar tiene su cuerpo celular en
el SNC y su axén mielinizado se extiende desde el SNC hasta un ganglio auténomo,
gue es un conjunto neuronal en el SNP. El cuerpo celular de la segunda neurona
también se encuentra en este ganglio, pero su axén se extiende desde el ganglio hasta
el efector (musculo liso, musculo cardiaco o glandula) (Tortora y Derrickson, 2010;
Flérez, 2005).

El sistema nervioso lleva a cabo un complejo conjunto de tareas. Permite percibir
diferentes olores, hablar y recordar hechos pasados; también proporciona sefiales que
controlan los movimientos del cuerpo y regulan el funcionamiento de los 6rganos
internos. Estas actividades pueden ser agrupadas en 3 funciones basicas: sensitiva

(aferente), integradora (de proceso) y motora (eferente).

Funcién aferente. Los receptores sensitivos detectan los estimulos internos como el

aumento de la tension arterial, y los externos, como la sensacién que produce una gota



de agua cuando cae por el brazo. Esta informacion sensitiva es transportada luego hacia

el encéfalo y la medula espinal a través de los nervios craneales y espinales.

Funcion integradora. El sistema nervioso procesa la informacion sensitiva analizando y

tomando decisiones para efectuar las respuestas adecuadas.

Funcioén eferente. Una vez que la informacién sensorial ha sido integrada, el sistema
nervioso puede generar una respuesta motora adecuada activando efectores (musculos
y glandulas) a través de los nervios craneales y espinales. La estimulacion de los
efectores produce la contraccién de un masculo o estimula una glandula para aumentar

su secrecién (Tortora y Derrickson, 2010).

La estructura del SNC se distingue por su capacidad de organizarse de forma integrada.
Un punto critico en dicha organizacion es la variedad de vias neuroquimicas que se van
descubriendo en cada nivel, por restringido que éste sea. Desde el punto de vista
neurofarmacolégico, el primer sistema de integracion en el SNC es la propia neurona,
gue es una célula particularmente capacitada para recibir de forma simultdnea un
namero incontable de sefiales externas, traducirlas e incorporarlas en su propia biologia.
Todas las posibilidades de expresion de la informacion de una neurona quedan
anuladas sin receptores adecuados. Las neuronas tienen excitabilidad eléctrica, es decir
la capacidad para responder a un estimulo y convertirlo en un potencial de accién que
se propaga a lo largo de la membrana plasmética de una neurona. Se inicia y se
desplaza por el movimiento de iones (como los de sodio y potasio) entre el liquido
intersticial y el interior de la neurona a través de canales idnicos especificos en su

membrana plasmatica (Tortora y Derrickson, 2010).

Existe un logico deseo de correlacionar una via neuroquimica concreta con una funcion
fisioldgica nerviosa determinada y especifica. Cada latido, cada impulso nervioso, cada
movimiento y pensamiento esta estrechamente controlado por el flujo de iones a través

de las membranas celulares (Flérez, 2005).

Una neurona es capaz de conducir sefiales rapidamente por alternar entre variar y
mantener un potencial eléctrico en relacién con el medio extracelular. Todas las
neuronas mantienen un potencial eléctrico negativo en relacion con el ambiente
extracelular. Este potencial negativo provee una fuerza de conduccién para particulas
cargadas: en ausencia de otras fuerzas, las cargas positivas tienden a entrar en la célula

y las cargas negativas suelen ser repelidas por esta. Las caracteristicas de las células
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nerviosas que contribuyen a su habilidad de mantener el potencial eléctrico son: la
membrana neuronal celular es diferencialmente permeable a iones. En reposo la
mayoria de las neuronas son altamente permeables a K*, algo permeables a CI" y solo

un poco permeables a Na*y Ca?* (Flérez, 2005).

Importancia de las neurotoxinas

La caracteristica esencial del sistema nervioso central es su capacidad ilimitada para la
comunicacion interneuronal; comunicacion, recepcion, integracion y expresion son las
bases nucleares de la funcion del sistema nervioso. La comunicacion se ejecuta
mayoritariamente mediante la transmisidon quimica; por lo tanto, depende de la
interaccion de moléculas, lo que permite un amplio campo para la manipulacién
farmacoldgica. Una molécula transmisora debe estar presente en la terminacion
sinaptica y, por lo tanto, ser sintetizada por la neurona a la que dicha terminacién
pertenece; debe ser liberada como resultado de la actividad especifica de la neurona y
debe ser capaz de influir selectiva y especificamente sobre la neurona postsinaptica a
través de receptores especificos. El transmisor puede interactuar con receptores de
membrana asociados directa o indirectamente con la apertura de canales iénicos, que
origina despolarizacién o hiperpolarizacion, acompafnadas de reduccion en la resistencia
eléctrica de la membrana. Otras veces, en cambio, el transmisor provoca
despolarizacion o hiperpolarizacion como consecuencia del cierre de canales i6nicos y
aumento de la resistencia de la membrana. En ocasiones, sin embargo, el transmisor
no modifica el potencial de membrana o la conductancia iénica, sino que condiciona a
la neurona postsinaptica de forma que queda sensibilizada o desensibilizada a la accion
de otros transmisores excitadores o inhibidores; la modificacion puede ser enormemente
variable, aunque requiere un sitio inicial de ataque (receptor) y un sistema operativo que

traduzca la sefal recibida (segundo mensajero) (Fl6rez, 2005).

La transmision fisioldégica de los estimulos nociceptivos se produce a través de
pequefias neuronas pseudounipolares del ganglio de la raiz dorsal. Las terminales libres
de estas neuronas se distribuyen por la piel, los musculos, la duramadre, las
articulaciones, las arterias y las visceras. La mayoria de los nociceptores son
polimodales y pueden transmitir estimulos mecanicos, mecanicos y térmicos, o térmicos
y quimicos. Esta comunicacion de nada serviria si no dispusiera de la capacidad de

integracién en patrones convenientemente codificados que permiten la manifestacion
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de las diversas formas de conducta: movimiento, lenguaje, sensaciones, ideacién y

emociones (Flérez, 2005).

La generacion de sefiales eléctricas en las neuronas requiere que las membranas
plasméticas establezcan gradientes de concentracion para iones especificos y que
estas membranas sufran cambios rapidos a su permeabilidad a estos iones. Los canales
ibnicos son proteinas transmembrana que contienen una estructura especializada
llamada poro que permite el cruce de iones especificos por la membrana celular.
Algunos canales contienen estructuras que los hacen sensibles al potencial eléctrico a
través de la membrana y se abren o cierran en proporcion a la magnitud del potencial
de membrana. Otros tipos de canales i6nicos son abiertos por sefiales quimicas, como
los neurotransmisores de manera extracelular y los segundos mensajeros de manera
intracelular. Otros incluso responden a estimulos mecéanicos, a cambios de temperatura
0 a una combinacién de estas sefiales. Muchos tipos de canales i6nicos han sido
caracterizados a nivel tanto genético como proteico, lo que nos ha dado una gran
cantidad de subtipos de canales que se expresan de modo diferente en células

neuronales y no neuronales (Purves et al., 2012).

Los canales ibnicos son esenciales para un amplio rango de funciones fisiolégicas
incluyendo la sefalizacidon neuronal, la contraccion muscular, el ritmo cardiaco y la
secrecion hormonal, entre otras. Alteraciones funcionales y estructurales asociadas a
los canales ionicos constituyen la base de diferentes patologias neurolégicas,

neuromusculares y cardiovasculares. A continuacion, se listan algunos ejemplos:

En pacientes con pérdida de memoria y Alzheimer se han encontrado alteraciones en
canales de potasio, proteincinasa, mecanismos de regulacién de calcio intracelular,

receptores del tipo NMDA (N-metil-D-aspartato), etcétera.

En enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer, Parkinson y esquizofrenia
sugieren alguna anormalidad en los receptores colinérgicos nicotinicos (Etcheberrigaray
et al., 1994; Newhouse, 1997).

En el infarto cerebral, en la demencia asociada al SIDA y otras enfermedades
neurodegenerativas se produce una estimulacién excesiva del complejo NMDA, que
provoca un flujo excesivo de calcio que desencadena la liberacion de radicales libres y
dafno neuronal subsecuente. Con el desarrollo de antagonistas al NMDA se abre una

posibilidad para la intervencion terapéutica en estos casos e incluso se sabe que estos
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canales estan implicados en diferentes tipos de plasticidad neuronal y conductual
(Lipton, 1996; Trujillo, 1995).

En el tratamiento de la epilepsia se ha utilizado la supresion de determinadas corrientes

de calcio dependientes de voltaje (Dichter, 1997).

Los canales de sodio voltaje dependientes son los blancos moleculares de los
anestésicos locales, de las drogas antiarritmicas clase | y de muchos anticonvulsivantes
(Ragsdale et al., 1996; Taylor y Narashimhan, 1997).

Mutaciones especificas de los canales de calcio se asocian a enfermedades como la
migrafia, ataxia y epilepsia (Terwindt et al., 1998).

Diversas investigaciones han demostrado que los compuestos activos de muchos
venenos son péptidos; una vez inyectados en el cuerpo de la victima, se difunden por
el organismo hasta que se unen a sus receptores blanco donde muestran alta
especificidad debido a su complejidad estructural. Dependiendo de su tamafio,
estabilidad e interaccion con los blancos moleculares, los péptidos pueden actuar
rapidamente, con elevada potencia y con especificidad, lo cual es altamente deseable
para los compuestos de uso terapéutico. Los péptidos de venenos son prometedores,
ya que son el resultado de muchos millones de afios de evolucién. Debido a que no son
moléculas sefializadoras enddgenas no son detenidas por degradacion enzimatica, sino
gue mas bien estan disefiadas para eludirla. Tales péptidos tienen dos estrategias
basicas para resistir las peptidasas circulantes y aumentar su estabilidad in vivo. En
primer lugar, muchos poseen terminales amino o carboxilo modificados. En segundo
lugar, presentan puentes disulfuro entrecruzados, que induce conformaciones rigidas lo

cual los hace moléculas lideres prometedoras (Garateix et al., 2000).

Las anémonas han sido fuente de compuestos capaces de ejercer acciones fisiologicas
muy especificas sobre diferentes canales i6nicos en tejidos excitables y han constituido
instrumentos valiosos en la caracterizacion de los mecanismos moleculares
subyacentes al funcionamiento de los canales de sodio en tejido muscular y nervioso. A
partir de las anémonas; Bunodosoma granulifera, Stichodactyla helianthus, Anemonia
sulcata y Heteractis magnifica se han encontrado una clase de toxinas bloqueadoras de
canales de potasio K, y K(Ca); estas Ultimas presentes en gran nimero en linfocitos T,
por lo que la inhibicién de los mismos puede ser utilizada para tratamientos con la

finalidad de evitar el rechazo de trasplantes de 6rganos. Los canales K(Ca) tienen
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amplia distribucion en el sistema nervioso, cardiovascular y gastrointestinal por lo que
el conocimiento de las interacciones con las toxinas de anémonas puede proporcionar
informacion importante acerca de la modulacién selectiva de dichos sistemas. Las
neurotoxinas también pueden participar en la construccién de modelos para el estudio
de patologias, como es el caso de las toxinas que se unen al sitio 3 del canal de sodio
(obtenidas de escorpiones y anémonas); sus efectos son similares a los observados en
algunas enfermedades genéticas como la miotonia y la pardlisis periddica en el musculo
esquelético (Miljanich, 1997; Aneiros et al., 1993; Garateix et al., 2000).

Toxinas que afectan los canales de sodio (Na*)

Las anémonas se han convertido en una fuente de toxinas que mejoran la actividad de
neuronas por el cambio en la cinética de los canales de sodio se puede esperar que sus
efectos se puedan magnificar por el bloqueo simultaneo de canales de potasio; esto es
debido a la aparente tendencia que tienen los venenos de animales a producir toxinas
gue actian de manera sinérgica en diferentes blancos moleculares en el mismo sistema

fisioldgico (Castafieda y Harvey, 2009).

Los canales de sodio dependientes de voltaje (Nay) tienen un rol primordial en la
excitabilidad de la mayoria de los animales ya que permiten la iniciacién y la propagacion
de potenciales de accién; se activan durante la despolarizacién de la membrana de su
potencial de reposo de -60mV provocando una breve y brusca despolarizacién que
descarga un potencial de accion. Estos canales son complejos transmembranales
formadores de poros, compuestos de una subunidad a y subunidades auxiliares tales
como las B en vertebrados y subunidades tipo E en insectos, la subunidad a de 260 kDa
estad compuesta por 4 dominios homdlogos (D1-D4), cada uno comprende 6 segmentos
transmembranales (S1-S6); en la Figura 1 se muestra esquematicamente un canal de
sodio (Moran et al., 2009).

Debido a su rol crucial en la excitabilidad los canales de sodio Nays se han convertido
en los blancos principales de una amplia variedad de toxinas. Se han elucidado siete
sitios receptores de neurotoxinas en las subunidades a. Cuatro de estos sitios, formados
por las asas extracelulares que conectan los segmentos transmembranales de la
subunidad a, son reconocidos por toxinas peptidicas solubles en agua. El sitio receptor

1 es el blanco de las p conotoxinas de los venenos de caracoles Conus sp; el sitio

13



receptor 3 es un blanco para toxinas de anémonas, escorpiones y arafas; el sitio
receptor 6 es el blanco de las & conotoxinas de caracoles Conus sp. Ademas de las p
conotoxinas, todas estas toxinas afectan las propiedades de apertura del canal de sodio
Nay, tanto la activacion (sitio receptor 4) o inactivacion (sitios receptores 3 y 6) y son
llamados por lo tanto “modificadores de apertura”. De los trabajos de Béress y Béress
(1975), se sabe que aislaron toxinas que afectan los canales de sodio de Anemonia
sulcata (ahora llamada Anemonia viridis) y las llamaron ATX I, ATX Il y ATX Il
(nombradas hoy Avl, Av2 y Av3, respectivamente). Se encontr6 que estas toxinas
afectan los potenciales de accién del cangrejo de rio y los potenciales de accién por
inhibicion de la inactivacion de la conductancia de sodio en neuronas aisladas de
cangrejo de rio. Los resultados de la inhibicién de la inactivacion resultan en potenciales
de accion prolongados que pueden resultar en pardlisis contractii y muerte. La
determinacién de la secuencia de aminoacidos de estas toxinas revela que Avl y Av2
tienen 46 y 47 residuos de aminoacidos respectivamente y comparten una alta identidad
secuencial, mientras que Av3 contiene solo 27 residuos de aminoacido y su secuencia
no se relaciona con Avl y Av2. La comparacién de las toxinas Avl, Av2 y Av3 revelo

gue pertenecen a al menos dos familias de proteinas (Moran et al., 2009).
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Fig. 1. llustracién esquematica de la subunidad a del canal de sodio. La principal region identificada
afectada por toxinas de Anemonia viridis es el asa S3-S4 en D4 (azul) (imagen traducida de Moran et al.,
2009).

Entre los componentes de los venenos de cnidarios mejor estudiados estan las potentes
neurotoxinas tipo | de anémonas. Estos son péptidos de 46-61 aminoacidos que inhiben
la inactivacion de los canales de sodio dependientes de voltaje, induciendo por lo tanto

pardlisis en la presa o predador (Moran et al., 2012).
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Toxinas que afectan el canal de potasio (K*)

La importancia de los canales de potasio radica en su funcion para llevar a la neurona
despolarizada después de la entrada de sodio a la repolarizacién. Cuando el potencial
de membrana esta cercano a +50 mV los canales de potasio se abren permitiendo a los
iones K* dejar la célula. Los canales idnicos de potasio son menos sensibles a los
cambios en el potencial de membrana que los canales ibnicos de sodio y en
consecuencia se abren después; los iones K* dejan la neurona porque las cargas de
sodio intracelular ahora en mayor concentracion los repelen; un corto periodo después
de que los canales de potasio se abren los canales de sodio se cierran y de este modo
se detiene el flujo de sodio hacia la célula. La continua salida de potasio de la neurona

regresa la neurona a su potencial negativo (Klein y Thorne, 2007).

Las neurotoxinas de 3.5 a 6.5 kDa que actian sobre canales de potasio fueron
descubiertas a mediados de los 90’s. Las 11 toxinas aisladas de anémonas que afectan
canales de potasio son dividas en tres tipos basados en sus caracteristicas estructurales
y funcionales. Las toxinas tipo 1 (compuestas de 35-37 aminoacidos) incluyen ShK de
Stichodactyla helianthus, AskS (kaliseptina) de Anemonia sulcata, BgK de Bunodosoma
granulifera, HmK de Heteractis magnifica y AeK de Actinia equina y bloquean los
canales de potasio Kvl. Las toxinas tipo 2 (compuestas de 58 0 59 aminoacidos que
incluyen AskKC 1-3 kalicludinas 1-3) son homdlogas a los inhibidores de proteasa tipo
Kunitz (por ejemplo, los inhibidores de tripsina pancreatica bovina) y exhiben bloqueo
de los canales de potasio Kvl1 tanto como la actividad inhibidora de proteasa. Tres
toxinas (compuestas de 42 0 43 amino&cidos), BDS-ly Il de Anemonia sulcatay APETx1
de Antopleura elegantissima, son miembros de las toxinas tipo 3. BDS-Il y Il son los
primeros bloqueadores especificos de los canales potasio Kv3.4. De Anemonia
erythraea se ha aislado una toxina que afecta el canal de potasio tipo | nombrada AETX
K (Hasegawa et al., 2006).

Las estructuras moleculares de los canales de sodio y de potasio sensibles al voltaje
son similares; sin embargo, los canales de potasio tienen la particularidad de que, en
lugar de ser una sola cadena con cuatro secuencias homologas, estan formados por
cuatro cadenas separadas, cada una con sus seis segmentos transmembranales; es
decir, estan formados por cuatro subunidades, en cuyo centro esta el poro. La region

gue forma el poro de los canales esta entre S5 y S6; en los canales de potasio el
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segmento S4 contiene al sensor de voltaje y comparte mas de 90% de similitud en la

secuencia equivalente al canal de sodio (Ferndndez de Miguel, 2003).

Toxinas que afectan canales nicotinicos

Los receptores nicotinicos a acetilcolina (nAChRs) son canales catidnicos no selectivos
conocidos por ser afectados por una amplia variedad de neurotoxinas. Los canales
nAChRs musculares en vertebrados estan divididos en subtipos fetales (a1p1yd) y
adultos (a1B1ed) que dependen de la estequiometria de subunidades y el estado de
desarrollo del musculo. Ambos subtipos se encuentran en las membranas
postsinapticas de la juncion neuromuscular y su inhibicién ha demostrado derivar en una
pardlisis muscular. Estos canales son blanco de una variedad de neurotoxinas
producidas por serpientes de las familias Elapidae e Hydrophiidae, y caracoles marinos
Conus. Las a-neurotoxinas tienen como blanco a los canales nAChRs y presentan gran
afinidad y selectividad; sin embargo, homdlogos débiles de neurotoxinas (CM10, CM12
de Naja haje annulifera y S5C10 de Dendroaspis jamesoni), candoxina de Bungarus
candidus y LSIll de Laticauda semifasciata han demostrado producir un bloqueo
neuromuscular reversible. De manera similar, conotoxinas de las subfamilias a3/5y a4/7
y la familia aA han mostrado selectividad remarcable por los canales nicotinicos. En
estudios realizados por Ponce y colaboradores (2013) evaluando fracciones obtenidas
del veneno de la medusa Aurelia aurita se demostrd la inactivacién dependiente de dosis

de los canales nicotinicos adultos y fetales.
Modelos biolégicos para el rastreo de neurotoxinas

Como ya se ha descrito, los blancos de muchas de las neurotoxinas presentes en los
venenos de cnidarios son especificos de canales ibnicos que se encuentran en las
células de sus presas; en la busqueda biodirigida se utilizan diversos modelos biolégicos
gue se adecuan segun las respuestas que se van obteniendo. En la busqueda de
neurotoxinas los modelos biolégicos a utilizar para el rastreo de una toxina dependen
del enfoque que se dé al estudio (es decir, qué es lo que se esta buscando en este
veneno), el habitat en que se desarrolla y desenvuelve nuestro espécimen de estudio y
los efectos observados en sus presas comunes. Es asi como se decidié probar los
extractos obtenidos a partir de Anemonia sargassensis en dos modelos biol6gicos, por
lo cual tenemos la necesidad de explicar los efectos mas comunes observados en cada
uno de estos bioensayos, lo cual nos permite llegar a algunas conclusiones sobre

nuestros extractos.
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Regulacion nerviosa del sistema entérico — Modelo de ileon de rata

Segun lo tratado por Flérez y colaboradores (2005) la regulacion nerviosa de la funciéon
gastrointestinal se caracteriza por un elevado grado de autonomia. Aunque se recibe la
influencia del sistema nervioso autdbnomo presenta caracteristicas muy especiales que
la separan claramente de la regulacion en otros 6rganos. Estas caracteristicas son; a)
la existencia de un sistema nervioso entérico (SNE) virtualmente independiente del
control nervioso central; b) la existencia de gran nimero de neuronas intrinsecas (107 a
108); c) la enorme diversidad de tipos neuronales y de neurotransmisores,
especialmente neuropéptidos, y d) la frecuencia con que una misma neurona contiene
dos 0 mas cotransmisores. De esta manera, este sistema controla la motilidad, las
secreciones exocrina y endocrina, y la microcirculacién del tubo digestivo, e interviene

en la regulacion de sus procesos inmunoldgicos e inflamatorios.

Las neuronas del SNE se agrupan en pequefios ganglios conectados entre si por haces
de fibras nerviosas que forman el plexo mientérico de Auerbach y el submucoso de
Meissner. El plexo mientérico se extiende a todo lo largo del intestino, proporcionando
inervacion motora a las capas musculares longitudinal y circular, e inervacién
secretomotora a las células de la mucosa; también emite sus proyecciones a los
ganglios de la submucosa, a los ganglios entéricos de la vesicula biliar y al pancreas, y

a los ganglios que se encuentran en el tracto gastrointestinal (Figura 2).

El plexo submucoso presenta su méaximo desarrollo en el intestino delgado donde
desempefia un papel importante en el control de la secrecién. Ademas de inervar el
epitelio glandular, las neuronas inervan la muscularis mucosae, las células endocrinas

intestinales y los vasos de la submucosa (Flérez, 2005 y Purves et al., 2012).
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Fig. 2. Inervacion intrinseca y extrinseca de la pared del tubo digestivo (imagen tomada de cap. 44 Flérez,
2005).

En los ganglios se encuentran las células fuertemente adheridas unas a otras, los
nervios y las terminaciones nerviosas aferentes, y abundantes células gliales que se

asemejan a los astrocitos del SNC.

En términos neuroquimicos, todas las fibras preganglionares simpéticas vy
parasimpdéticas poseen como neurotransmisor especifico o primario la acetilcolina, que
ejecuta la transmisién por interaccidn con receptores colinérgicos nicotinicos. Aunque el
neurotransmisor puede ser liberado por la terminaciéon nerviosa y salir al espacio
sinaptico en reposo y de forma espontanea, mayoritariamente lo hace en respuesta al
estimulo provocado por el potencial de accion que despolariza la membrana
presindptica. Este cambio de voltaje activa canales de Ca?* dependientes del voltaje,
permitiendo asi la entrada masiva de Ca?*. Las moléculas transmisoras se encuentran
almacenadas en vesiculas; su liberacién consiste basicamente en la migracién desde la
vesicula hacia la membrana presinaptica, donde ocurre la fusibn de membranas, la
formacion de un poro que comunica ambas estructuras y el vertido del interior vesicular

al espacio sinaptico.
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La acetilcolina, la noradrenalina y los cotransmisores son liberados por un mecanismo
dependiente de Ca?", se difunden al espacio sinaptico e interactian con receptores

especificos, situados unos en la membrana postsinaptica y otros en la presinaptica.

Los efectos de la acetilcolina observados en el aparato gastrointestinal incluyen el
aumento del peristaltismo y la relajacion de esfinteres, que producen una brusca
aceleracion del transito intestinal, con heces diarreicas y dolores colicos. Es un
estimulante del peristaltismo, incrementa la secrecion gastrica y tiene aplicaciones en
caso del ileon paralitico, pero puede llegar a producir cuadros diarreicos y dolores tipo
célico (Florez, 2005).

El potencial de accion es generado por dos clases de canales voltaje dependientes que
son activados secuencialmente, uno selectivo a sodio y otro selectivo a potasio, y en
contraste el canal receptor a acetilcolina genera un potencial permitiendo el paso de
ambos iones con casi igual permeabilidad. En segundo lugar, el flujo de sodio a través
de los canales voltaje dependientes es regenerativo: por incremento de la
despolarizacién de la célula, el influjo de sodio abre méas canales dependientes de
voltaje. Esta caracteristica regenerativa es responsable de la propiedad todo o nada del
potencial de accién. En contraste, el nimero de canales acetilcolina abiertos durante el
potencial sindptico es regulado por la acetilcolina disponible. La despolarizaciéon
producida por el influjo de sodio a través de estos canales activados por ligando no

desencadena la apertura de mas canales.

Blogueo de entrada de calcio a las células de musculo liso

Los canales de Ca?" dependientes de voltaje se encuentran en la membrana celular y
en membranas intracelulares de mdltiples tejidos; se han identificado 5 subtipos (L, N,
P,QyT). Los subtipos Ty L estan en neuronas, miocitos cardiacos, células musculares
lisas y células enddcrinas. A pesar de que las células se encuentran sumergidas en
elevadas concentraciones de calcio, los niveles del catibn que se encuentran en el
citosol de forma libre son extremadamente bajos. Solo cuando las membranas se
excitan permiten el paso de Ca?" al interior de la célula, la concentracion baja
rapidamente, ya que en el citosol el Ca?* es secuestrado eficientemente por organulos

y proteinas (Flérez, 2005).
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La entrada de calcio a la célula permite una contraccion mas prolongada del musculo
liso, es en este tipo de musculo y en células no musculares que el receptor de calcio es
la calmodulina y es absolutamente requerida para la activacion de la cadena ligera de
miosina cinasa; esta enzima cataliza la fosforilacion de la cadena ligera de miosina de
20,000 Daltons que es obligatoria para la actividad de la actomiosina ATPasa (Cheung,
1980).

Hiperpolarizacion de células del musculo liso

Los canales de potasio se caracterizan por existir casi completamente en cada célula
eucariota; sin embargo, en las células excitables tienen la funcion de repolarizar la
célula, es decir regresarla de su estado de reposo; la apertura de dichos canales se lleva
a cabo cuando el potencial de acciéon ronda entre +40 mV y +55 mV, que es
aproximadamente el potencial de accién al cual se inactivan los canales de sodio. Al
abrirse los canales de potasio dependientes de voltaje permiten la salida de potasio al
espacio extracelular; es comun que los canales queden abiertos un poco mas de tiempo
una vez que se haya alcanzado el potencial de -60 mV, y este periodo de apertura
prolongada ocasiona una hiperpolarizaciéon en la célula; si el canal permanece abierto

la célula no regresard a su estado de reposo (Florez, 2005).

Activacion de un receptor adrenérgico.

Los receptores adrenérgicos tienen diferentes efectos dependientes del tipo, o del
organo que se estimule; en el tracto gastrointestinal predomina la accion relajadora de
los B-adrenorreceptores sobre la contractura de los a-adrenorreceptores; a este efecto
en el musculo liso se suma la accién que inhibe la liberacién de acetilcolina en células

del plexo entérico (Florez, 2005).

Repolarizacién y el periodo refractario

Después, los canales de K* se abren y el potasio deja la célula (los canales de potasio

son menos sensibles a los cambios en el potencial de membrana que los canales de
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sodio y por lo tanto se abren después); los iones de potasio salen porque ahora hay una
mayor cantidad de iones Na* en la célula. Poco después de que los canales de potasio
se abren los canales de sodio se cierran y el sodio deja de entrar a la célula. La salida
continua de iones K* causa que el interior de la célula se vuelva otra vez mas negativo

gue el exterior.

Por un breve periodo de tiempo durante la generacién del potencial de accién la neurona
es completamente resistente a una estimulacion mayor; este periodo recibe el nombre
de periodo refractario absoluto, durante el cual la neurona no puede generar otro
potencial, sin importar que tan intenso sea el estimulo. El periodo refractario absoluto
es seguido por el periodo refractario relativo durante el cual la neurona puede generar
otro potencial de accién solo en respuesta a un estimulo méas intenso de lo normal. El
periodo refractario relativo corresponde a cuando el potencial de membrana se vuelve
ligeramente mas negativo (en el interior) de lo normal durante el proceso de
recuperacion. Durante este periodo de gran negatividad (-80 mV en lugar de -70 mV) se

dice que la membrana celular esta hiperpolarizada (Flérez, 2005).

Liberacion de neurotransmisores

Cuando un potencial de accion alcanza la terminal presinaptica los canales i6nicos de
calcio se abren y permiten la entrada de iones Ca?* a la célula. La entrada de calcio
provoca el movimiento de vesiculas sinapticas al sitio de liberacion en la membrana
presinaptica, donde las moléculas de neurotransmisores son liberados a le hendidura

sinaptica (Klein y Thorne, 2007).

Los receptores para transmisores pueden ser clasificados en dos grupos mayoritarios
dependiendo de cémo controlan los canales i6nicos en la célula postsinaptica. Los
receptores ionotrépicos son un tipo de canal ibnico que abre cuando se enlaza el
transmisor. El segundo tipo son los receptores metabotropicos que actlan
indirectamente en los canales i6nicos por activacion de una cascada bioquimica como
segundo mensajero dentro de la neurona postsinaptica. Ambos tipos de receptores

pueden resultar en excitacion o inhibicién (Flérez, 2005).
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Patch-clamp en ovocitos de rana

Los ensayos electrofisioldgicos son de gran importancia en el descubrimiento moderno

de drogas y muchas propuestas han sido desarrolladas en varias aplicaciones practicas.

Los ovocitos de rana Xenopus laevis son huevos inmaduros que tienen una larga historia
en estudios de ovogénesis, fertilizacion, morfogénesis y desarrollo embrionario. En 1970
se descubrio que los ovocitos traducen practicamente cualquier RNA mensajero que es

inyectado en su citoplasma.

Los receptores de membrana y los canales i6nicos se encuentran entre los blancos de
los farmacos mas importantes y una medicién electrofisioldgica directa de las corrientes
ibnicas transmembranales es el método de eleccion para analizar los efectos de
potentes farmacos en receptores transmembranales (Molnar y Hickmann, 2007). El
potencial de membrana se puede medir insertando un microelectrodo de vidrio con una
punta muy fina en el interior de la célula. En el momento en que la punta del electrodo
penetra la membrana se registra un potencial negativo en el interior. El valor del

potencial de membrana varia de un tipo a otro entre -45 mV y -90 mV.

La caracterizacion morfolégica detallada de los ovocitos de Xenopus mas usada es la
de Dumont (1972), que defini6 6 estados de desarrollo. Nombrando estado | al periodo
previtelogénico, donde el ovocito es todavia una célula pequefia y transparente (50 —
300 um de diametro), al estado de completo desarrollo del ovocito IV seguido del
proceso vitelogénico donde el ovocito alcanza su tamafio maximo de (1 200 a 1 400 pm
de didmetro) y adquiere su apariencia caracteristica, opaca y polarizada. En cualquier
estadio de desarrollo los foliculos son un sistema complejo multicelular que consta del
ovocito en si rodeado por muchos envoltorios celulares y no celulares. La capa
adyacente inmediatamente al ovocito es el envoltorio vitelino, que comienza en el
estadio de desarrollo Il y rodea completamente el ovocito en el estadio Il de desarrollo.
Adyacente a la superficie del envoltorio vitelino se encuentra una monocapa discontinua
de células foliculares. En el estadio Il las células comienzan a desarrollar un fino proceso
macrovili el cual se extiende, a través de los poros en el envoltorio vitelino hasta la
membrana del ovocito. Al mismo estado, el ovocito desarrolla sus propios procesos de
membrana (microvilli). El macrovilli y el microvilli del ovocito hacen numerosos contactos
formando una compleja red que crece y es mantenida a través de los estados lll y IV (1
000 — 1 400 um). Directamente sobre las células foliculares hay una membrana formada

principalmente de colageno, la cual separa las capas de células foliculares de los tejidos
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inferiores. La capa final externa es el epitelio ovarico interno. Las células foliculares
también ayudan a mantener un microambiente adecuado para el ovocito, producen y
secretan esteroides y otros factores que promueven la maduracién y el crecimiento del
ovocito. La comunicacién entre las células foliculares y el ovocito no es solo paracrina;
estas estructuras de membrana tienen canales eléctricos y metabdlicos de
comunicacion que establecen continuidad directa entre el citoplasma de las células

acopladas.

Las respuestas eléctricas de los foliculos pueden ser divididas en las corrientes que
requieren la presencia de células foliculares y las corrientes que son independientes de
ellas; estas Ultimas originadas en el ovocito por si mismo. El foliculo responde a
numerosos neurotransmisores, péptidos y hormonas que generan una variedad de
respuestas de corrientes de membrana. Las primeras respuestas descritas fueron
aquellas generadas por agonistas colinérgicos y catecolaminérgicos (Kusano et al.,
1982). Estos estudios mostraron que la activacibn de receptores a acetilcolina
muscarinicos genera corrientes de membrana multifasicas en las cuales la amplitud de
los diferentes componentes varia enormemente entre foliculos de diferentes ranas. Un
componente de estas respuestas a ACh es una corriente caracteristica oscilatoria que
se preserva después de la desfoliculizacién. La respuesta oscilatoria y una corriente
suave asociada tienen un mecanismo que involucra un incremento del calcio intracelular
via activacion de fosfolipasa C (PLC), producciéon de IP3, movilizaciébn de calcio
intracelular y la apertura de canales de calcio dependientes de cloro. En ovocitos de
algunas ranas, la corriente oscilatoria generada por ACh incluye un componente inicial

agudo que puede estar sobre los 20 YA de amplitud.

En 1989 Miledi y Woodward encontraron en una serie de experimentos que las
corrientes de potasio que se generaban en los ovocitos de Xenopus por la accion de
catecolaminas, agonistas purinérgicos, gonadotrofinas, péptido vasoactivo intestinal
(VIP) y prostanglandinas se reducian en mas del 90% y en algunos casos eran
totalmente abolidas. En contraste las corrientes oscilatorias de cloro (CI) y cationes
divalentes se preservaron después de la desfoliculizacion. Los ovocitos que estan en su
estadio final de desarrollo (estadio IVV) han completado la ovogénesis y son competentes
para ovulacién y subsecuente fertilizacion. Tienen aproximadamente 1.3 mm de
diametro y un volumen aproximado de 1 uL; tienen un bien definido polo animal café
(que contiene la mayoria de los nucleos) y un hemisferio vegetal débilmente pigmentado
(que contiene plaquetas de yema). Entre los dos hemisferios hay un anillo delgado

unipigmentado, llamado banda o cinturén ecuatorial. Los ovocitos totalmente
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desarrollados de Xenopus laevis estan encerrados en un foliculo envolvente antes de la
maduracion y la ovulacion; estudios previos en la rana Rana pipiens, presumiblemente
similar a Xenopus, revelaron que hay cuatro capas celulares fuera del ovocito: el epitelio
superficial, la teca o capa conectiva, la capa de células foliculares y la membrana
vitelina. Los ovocitos pueden ser liberados de su envoltura folicular por desfoliculizacion
enzimatica (tratando el tejido ovarico con una preparacion que contenga colagenasa

cruda), o por desfoliculizacién manual (diseccién manual con pinzas) (Liu y Liu, 2006).

La superficie de la membrana de un ovocito completamente desarrollado despliega una
sorprendente diversidad de corrientes idnicas. Se sabe que contiene canales de cloro
activados por calcio, canales de calcio activados por despolarizacion y por
hiperpolarizacion, al menos dos tipos de canales de sodio y dos tipos de canales de
potasio. Es asi como los canales en la membrana de los ovocitos nativos son un
fructifero campo de estudio en si mismos, particularmente porque estan localizados en
una célula grande que facilita los analisis electrofisiolégicos y bioquimicos (Parker y
Miledi, 1988).

Las respuestas eléctricas nativas en ovocito de Xenopus estan divididas en corrientes
ibnicas que requieren la presencia de células foliculares y las corrientes que son
independientes del foliculo, es decir generadas en la membrana del ovocito en si; es
sobre las Ultimas que ahondaremos un poco mas dado que para este trabajo se usaron

ovocitos nativos.

El ovocito nativo presenta canales de:

Sodio (Na*): Que son activados por una despolarizacion prolongada de la membrana y
pierden actividad por una prolongada repolarizacion; una vez producido el canal puede
abrirse y cerrarse eléctricamente (Kado y Baud, 1981). Segun estudios realizados por
Baud y Kado (1984) el desarrollo de la corriente de Na* es independiente de la
concentracion de Ca?* externa pero no en su totalidad, como lo demostraron los estudios
realizados por Bossi y colaboradores (1998). El ovocito nativo también cuenta con
canales de sodio que son excitables hasta que se mantiene una corriente de entrada
después de que la membrana ha sido despolarizada por un tiempo; es decir, no son
excitables en su estado basal y son inducidos por una larga despolarizaciéon o por una
serie de pequefas despolarizaciones iterativas; en el estudio realizado por Charpentier

y colaboradores (1995) se muestra que es posible la activacion por la accién de una
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proteina cinasa C; estos canales tienen un potencial de equilibrio de aproximadamente
45 mV (Kusano et al. 1982).

Potasio (K*): Entre los estudios sobre canales de potasio en ovocitos nativos se
encuentran los realizados por Burckhardt y Fréomter (1992) que identifican canales de
potasio que pueden ser bloqueados por TEA* y Ba?'. El potencial de equilibrio
experimental del canal de potasio es -100 mV medido por Kusano y colaboradores en
1982.

Cloro (CI'): Los canales de cloro nativos de los ovocitos de rana tienen un potencial de
inversion de -14 mV segun los experimentos hechos por Kusano y colaboradores en
1982.
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Justificacion

Anemonia sargassesis, un organismo perteneciente al phylum Cnidaria, que presenta
poca movilidad y que habita sobre los pastos marinos en la zona somera, se caracteriza
por contar con mecanismos de defensa potentes, que pueden causar dafio a sus
depredadores; por lo anterior constituye una fuente rica de compuestos bioactivos
novedosos con alto potencial farmacoldgico que vale la pena explorar; las neurotoxinas
en especial son importantes en el estudio de canales i6nicos del sistema nervioso

debido a su alta selectividad.
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Objetivo general

Aislar, purificar y caracterizar los compuestos con actividad neurotdxica del extracto
crudo y fracciones presentes en la anémona Anemonia sargassensis, siguiendo un

esqguema biodirigido.

Objetivos especificos

Purificar de forma parcial los compuestos neurotoxicos de un extracto crudo de la

anémona Anemonia sargassensis empleando ultrafiltracion y cromatografia de liquidos.

Evaluar la actividad bioldgica del extracto crudo y fracciones purificadas parcialmente

en cangrejo fantasma, ileon aislado de rata y ovocitos de rana.
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Materiales y métodos

Area de estudio

La Laguna Arrecifal de Puerto Morelos esta ubicada en el &rea norte de la costa de
Quintana Roo (Mar Caribe Mexicano). La laguna se extiende desde la linea de costa
hasta un arrecife coralino que corre ligeramente en diagonal a una distancia de ~500 a
2 000 m de la costa; la profundidad en la laguna arrecifal es de aproximadamente 1 a 4
m y el fondo est4 compuesto principalmente por arena calcarea estabilizada por amplias
praderas de pastos marinos, aunque en algunas partes aflora el pavimento calcareo. La
temperatura del agua es tipicamente mas alta en julio-septiembre (29.4-29.5°C) y méas

baja durante enero-marzo (25.1-25.8 °C) (Gonzélez- Mufioz et al., 2015).

Recolecta de organismos

Los ejemplares de Anemonia sargassensis se recolectaron manualmente mediante
buceo libre. Los organismos se encuentran en la zona de pastos, adheridos a éstos, a
una profundidad de 0.5 a 1.5 metros de acuerdo con lo reportado por Gonzalez-Mufioz

y colaboradores (2015).

Obtencidén de extracto crudo

La obtencién del extracto crudo se realiz6 mediante el método modificado de Kem y
colaboradores (1989). Los organismos se congelaron a -20 °C y posteriormente se
sumergieron en agua desionizada y se agitaron manualmente por 20 min
aproximadamente, se extrajeron los organismos y se congelaron nuevamente a — 60 °C
por una hora y la solucién se mantuvo en refrigeracion a 4 °C; lo anterior se realiz6 por
lo menos 3 veces (ciclos). Posteriormente el extracto se filtr6 a través de gasa para
eliminar el tejido restante, se centrifugd a 16 000 g por 10 min a 4 °C para separar el
sobrenadante del precipitado. El precipitado se maceré usando un homogenizador
manual de vidrio con la finalidad de disparar los nematocistos; para ello se tomaron
alicuotas y se observaron al microscopio éptico; al observar por lo menos 70% de los
nematocistos disparados, se centrifugd nuevamente, se separ6 el sobrenadante del

precipitado y se congel6 para ser liofilizado.
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Cuantificacion de proteina

Con la finalidad de obtener la concentracién de proteina contenida en el extracto crudo
de la anémona se utilizé el método de Bradford (1976), empleando azul de Coomassie
G250 en donde la forma roja se convierte en azul a través de la union del tinte con
proteinas. El complejo formado tiene un alto coeficiente de extinciébn que da una gran
sensibilidad; ademds es un proceso rapido y no hay un requerimiento critico de tiempo

para el ensayo.

Para la determinacion del contenido de proteinas totales en el extracto y las fracciones
se preparé una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA) a las siguientes
concentraciones: 125, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 ug/mL. Tanto a las muestras
como los estandares se agregaron 250 pL de reactivo de Bradford para obtener un
volumen total de 255 uL. Las mezclas se agitaron y se dejaron reaccionar durante 5 min

y posteriormente se leyeron a una A de 590 nm.

Electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE

Para evaluar el peso molecular aproximado de los componentes del extracto crudo y de
las fracciones, se realizaron ensayos de electroforesis en geles de acrilamida al 16% y
20% con buffer de Tris-HCI pH 8.8. Las muestras de los extractos se desnaturalizan en
buffer de carga; 0.0625 M Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol
y 0.001% de azul de bromofenol como tinte (Laemmli, 1970), en una proporcién 2:1 por
5 minutos a 95 °C; se cargan 15 L de muestra por pozo. Adicionalmente se utilizan 2
uL de estandares de proteina; Precision Plus Protein™ Kaleidoscope Standars (10 a 250
kDa) y Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standars (2 a 250 kDa) de Bio-Rad®. Los geles

se corren a 175 V y se tifien con tincién de plata ProteoSilver™ SIGMA-ALDRICH™,

Medicién de la actividad fosfolipasa

Para la medicion de la actividad se utilizé el kit de ensayo sPLA, de Cayman Chemical
Company®© en el cual se usa la 1,2-dithio-heptanoil-tiofosfatidilcolina que sirve como
substrato para la mayoria de las fosfolipasas PLA.s y PLA,. Después de la hidrolisis del
enlace tioéster en la posicién sn-2 efectuada por PLA;, los tioles libres son detectados

usando DTNB (5,5'-dithio-bis-(2-acido nitrobenzoico)) por absorbancia a 414 nm,
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efectuando lecturas en intervalos de 1 min, por un periodo minimo de 10 min para el
célculo de una pendiente. Una pendiente pronunciada muestra una alta actividad

fosfolipasa.

Purificacion
Separacion con membranas de corte por ultrafiltracion del extracto crudo

El fraccionamiento se realiz6 por ultrafiltracion mediante membranas de corte de peso
molecular, utilizando una celda con agitacion (Millipore®) de 200 mL de volumen,
empleando nitrégeno gaseoso (5 psi) y membranas Amicon de 10 y 1 kDa. La fraccion
menor a 10 kDa y mayor a 1 kDa se liofilizé para su posterior uso en las pruebas de

bioactividad, asi como para determinar el rendimiento del proceso.

Separacion del ultrafiltrado activo mediante filtraciéon en gel en un sistema de
FPLC

Posteriormente, la fraccion de entre 1 a 10 kDa se purific6 mediante el uso de
cromatografia liquida de baja presidn; se utiliz6 como matriz de separacion Sephadex
G-50 M, que es un medio que separa por medio de tamafio molecular; las dimensiones
de la columna de separacién usada son 42.5 cm de largo por 5 cm de didmetro; se utilizd
como eluyente acido acético 0.3 M y se analizé la columna a un flujo de 2.5 mL/ min. El

software empleado para la deteccion de las sefiales es Prime View.

Andlisis de las fracciones activas mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAR)

Finalmente se analizaron las fracciones activas mediante CLAR (HPLC, por sus siglas
en inglés), utilizando las siguientes condiciones: columna de fase reversa C18(2) Luna
(250 X 45 mm, tamafio de particula 5 pm, diametro del poro 100A Phenomenex®) y
como fase movil A agua ( 0.1% de TFA) y acetonitrilo (0.1% de TFA) como fase movil
B en un gradiente que comenzo6 con 100% de fase movil A, hasta llegar a un maximo de
100% de B; el volumen de inyeccion utilizado fueron 500 uL, esta separacién se realiz

con la finalidad de continuar analizando las fracciones.
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Bioensayos

Ensayo de toxicidad en cangrejos Ocypode quadrata

Se realiz6 un monitoreo biolégico de la actividad del extracto crudo utilizando el
bioensayo neurotéxico en cangrejos propuesto por Béress y Béress (1971). Los
cangrejos Ocypode quadrata (cominmente conocido como Cangrejo Fantasma) se
inyectaron en la seccién de la coxa del tercer pereiopodocon la finalidad de saber si el
extracto presenta actividad neurotdxica y posteriormente se usé este bioensayo para

realizar la separacion biodirigida para localizar la(s) fraccion(es) activa(s).

Ensayo de ileon aislado de rata

Ratas de sexo indistinto de un peso aproximado de entre 200-300 g se sacrificaron por
dislocacién cervical; posteriormente se removié el ileon, se limpi6 y se corté en
segmentos (1 cm), los cuales se montaron en bafios organicos de 5 mL de capacidad
gue contenian solucion de Krebs-Henseleit, de la siguiente composicién: NaCl, 118 mM,;
KCI, 4.7 mM; NaHCO3; 25 mM; KH2PO4, 1.2 mM; CaCly, 2.5 mM; MgSOy4, 1.2 mM y D-
(+)-glucosa, 11 mM. Esta solucién se gasificé con 95% de O, y 5% de CO.. Las
contracciones espontaneas de segmentos de ileon se registraron en un poligrafo Grass
con transductor de presiéon. Después 10 minutos de estabilizacion y calibrando la tensién
a 1 g, se agrego la sustancia a evaluar y un control positivo de clasificando su buen
estado segun la respuesta (Rojas et al., 2002; Ping et al., 2012; Daisuke et al., 2014).

Prueba de ovocitos de rana

Se obtuvieron foliculos de ranas de la especie Xenopus laevis anestesiadas por
hipotermia, manteniéndolas en hielo durante 30 min y diseccionando de 2 a 3 l6bulos
ovaricos, que se conservaron en solucién de Barth; NaCl 88 mM, KCI 1 mM, NaHCO3
2.4 mM, Ca(NO3): 0.33 mM, CaCl, 0.4 mM, HEPES (acido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetanosulfénico) 5 mM y gentamicina 70 pg/mL a pH 7.4 a 17.2 °C; se separan
y clasifican los l6bulos ovaricos mediante pinzas y observacion al microscopio
determinando su buen estado segun la clasificacion de Dumont (1972). Se mantienen
por 24 h incubandolos a 18 °C en solucion de Barth. Para la expresion de canales se
inyectan 50 nL de ARNm y ARN total extraido de cerebro de rata (Chomczynski y Sacchi,
1987); se dejaron una vez mas en solucién de Barth durante 24 h a 17.2 °C. Se hace un
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tratamiento con colagenasa a una concentracion de 0.5 mg/mL por un tiempo de 30 min,
con el fin de remover las capas externas del foliculo (epitelio superficial, teca, membrana
basal y monocapa de células foliculares), y obtener el ovocito desnudo. Finalmente se

dejan reposar durante 2 dias para una buena expresion de los canales.

Técnica de control de voltaje

Las respuestas eléctricas de los ovocitos se registran utilizando la técnica de control del
voltaje mediante el uso de dos electrodos. Lo que se hace con esta técnica es mantener
un voltaje determinado en la célula en estudio (-60 mV), de tal manera que sea posible
medir la corriente transmembranal que fluye a este potencial cuando se suministran las
toxinas a los ovocitos. -60 mV es un potencial alejado del potencial de equilibrio de las
corrientes de sodio, potasio, calcio y cloro, lo que nos permite distinguir mejor las

corrientes (Kusano et al., 1982).
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Resultados y discusidn

Recolecta de organismos

Se realizaron 10 colectas para obtener un total de 1 439 ejemplares de Anemonia
sargassensis, con un peso humedo total de 260.83 g. Cabe resaltar que los organismos
parecen estacionales ya que su aparicion y colecta fue posible solo en los meses de

marzo a junio.

De las primeras 7 colectas correspondientes a 223.32 g de peso himedo se obtuvieron
6.71 g de extracto crudo liofilizado. Para el fraccionamiento se utilizaron 5.5 g dejando

de este modo 1.21 g de extracto crudo para estudios posteriores.

De las 3 ultimas colectas se obtuvieron 219 anémonas con un peso humedo de 37.50 g

y un liofilizado de 1.68 g que se fraccion6 en su totalidad.

En la Tabla 1 en la secciéon de liofilizacion se muestran los rendimientos obtenidos de

las colectas.

Preparacion del extracto crudo

Se utilizé el método modificado de Kem y colaboradores (1989) que consistié en realizar
ciclos de congelado y descongelado de las anémonas. Con la finalidad de obtener la
mayor cantidad de las toxinas contenidas en los organismos, se observaron al
microscopio o6ptico alicuotas del extracto crudo; dado que pocos nematocistos se
observaron descargados, se continué con la maceracion de los organismos, utilizando
un homogeneizador de tejidos manual de 15 mL marca PYREX®. Se maceraron las

muestras hasta lograr una descarga de por lo menos el 70% de los nematocistos.
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Liofilizacion y fraccionamiento

Inmediatamente después de la maceracion se procedié a centrifugar el extracto crudo,
con la finalidad de separar el sobrenadante del precipitado. El sobrenadante se colocé
en tubos Falcon de 50 mL, para después congelar y llevar a sequedad por liofilizacion,

obteniéndose un total de 8.39 g.

7.18 g de extracto crudo fueron separados mediante ultrafiltracion usando membranas
de corte de 10y 1 kDa; la fraccién intermedia fue sometida a cromatografia de exclusion

en una columna de Sephadex G50 M y se obtuvieron 2 fracciones ASI y ASII.

Cantidad Rendimiento

Anémonas primeras 7 1220 organismos223.32g 100%

colectas (peso humedo)
Extracto Crudo primeras 7 6.71 g 3.00%
colectas

Solo se procesaron 5.5 g 2.46%

Anémonas  Ultimas 3 219 organismos 100%
colectas 37.50 g (peso humedo)

Extracto crudo ultimas 3 1.68 g 4.5%
colectas

Tabla 1. Rendimiento de las colectas.

Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

La cuantificacion de proteinas se realizé mediante el método de Bradford (1976), usando
una microplaca, del cual se obtuvo la curva de calibracion (Figura 3); la absorbancia
presentada por una muestra de concentracion 20 mg de extracto crudo/mL (n= 5) fue
de 0.676, correspondiente a 1 553.25 pug de BSA/mL, lo que nos da una concentracion
de 99.80 ug de proteina/mg de extracto crudo.
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Cuantificacion de proteina por Bradford
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Fig. 3. Curva de calibracion obtenida usando BSA como estandar de proteina.

En la Tabla 2 se muestra la cuantificacion de proteinas del extracto crudo y de las

fracciones obtenidas por fraccionamiento por exclusién molecular y del extracto crudo

de ambas colectas.

Fraccién Cantidad (g) Proteinas (ug/mg)
Extracto crudo 6.71 99.80

ASI 0.0526 319.1

ASII 0.53 7.56

Ultimas 3 colectas

ASI 0.48 88.02

ASII 0.8018 5.78

Tabla 2. Cuantificacién de proteinas de Extracto crudo y las fracciones.

El ensayo de Bradford (1976), es uno de los métodos mas populares para la
determinacion de la concentraciébn de proteinas. El colorante azul brillante de
Coomassie G-250 se une principalmente a residuos de arginina, triptéfano, tirosina
histidina y fenilalanina; una de las desventajas de usar BSA como estandar de proteina

es que produce una fuerte tincién con el colorante, pudiéndose subestimar el contenido

de proteinas.
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En el ensayo de Bradford (1976), la albumina sérica es mas sensible que otras
proteinas, por eso al utilizarse como estdndar la concentracion en la muestra es
subestimada; no obstante, al no contar con otra proteina como la inmunoglobulina G o
la lisozima, se continué usando este estandar y se toma la cantidad de proteinas

resultante de la cuantificacion como referencia para los experimentos subsecuentes.

Bioensayo en cangrejos

La prueba de actividad en cangrejos Ocypode quadrata se realizd segun el método
reportado por Béress y Béress (1971); se hizo por triplicado en dosis calculadas segun
el peso de los especimenes, de 2.58 ug de proteina/g de peso hasta 4.41 ug proteina/g
de peso, observandose en todos los especimenes la expulsion de fluidos a los 5 s
después de la inyeccion, pérdida de la movilidad casi inmediata, cambio rapido en la
coloracién, temblores, burbujeo y estiramiento repentino de las extremidades
posteriores; aproximadamente 10 min después de la inyeccion se registra la muerte. Al
realizar la diseccion de los organismos se observa en el interior de los cangrejos los

organos degradados (Figura 4).

cangrejo 1 - . cangrejo 2

Fig. 4. Efectos del extracto crudo en cangrejos. Se observa el interior de los cangrejos con los 6rganos

degradados.

En crustaceos, el sistema nervioso es primitivo y el cerebro se puede considerar un
ganglio central en la que se encuentran neuronas de forma y funcion Unica (Sandeman
et al., 1982). A pesar de lo primitivo de su sistema se sabe que también cuentan con
sistema neuromuscular que puede ser afectado por diversas toxinas de predadores

como lo es Anemonia sargassensis.
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Las pruebas realizadas en cangrejos fantasma solo fueron hechas con el extracto crudo
debido al bajo rendimiento, por lo que no se evalu6 la actividad de las fracciones para
determinar si la letalidad continla observdndose después de la purificacion y

fraccionamiento de la misma.

Cromatografia en Sephadex G-50 M

Se realiz6 la separacion de la fraccion obtenida después de utilizar las membranas de
corte correspondiente a compuestos entre 1 y 10 kDa; el dextrano reticulado es un gel
en el cual pueden separarse proteinas globulares con un rango de 1x10% a 3x10*

Daltons, obteniéndose el siguiente cromatograma.
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Fig. 5. Cromatograma de exclusién molecular (Sephadex G50 M), donde se muestran las fracciones

obtenidas; las lineas verdes indican los tiempos a los que fueron colectados las sefiales; la linea roja indica
la conductividad.
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Se utiliz6 un flujo de 2.5 mL/min y la deteccion se realiz6 a 280 nm que es la absorbancia
ala que se detectan los aminoacidos con anillos aromaticos presentes en las fracciones.
Analizando el cromatograma se cree que el primer pico, correspondiente a la fraccién
ASI, no fue totalmente retenido por el Sephadex G-50 dado que las moléculas mas
grandes, es decir fuera del rango de separacion de la fase estacionaria, son eluidas
dentro o justo después del volumen muerto correspondiente al 30% del volumen total
de la columna. Teniendo en cuenta que la columna tiene un volumen igual a 834.5 mL
(el 30% corresponde a 250.35 mL= 100 minutos), la aparicién de esta sefial pasados
los 100 minutos nos indica la poca o nula interaccién de los compuestos -presentes en
la fraccion ASI con la fase estacionaria. En la fase movil inmediata al volumen muerto
se encuentran moléculas de tamafo intermedio, que acceden completamente a los
poros de la fase estacionaria; tomando eso en cuenta tenemos el pico correspondiente
a ASlI, que se observa a los 200 minutos; las moléculas mas pequefias como las sales
usualmente eluyen después de un volumen total de columna — correspondiente en este
caso a 835.5 mL= 333 minutos- y son detectadas por un cambio en la conductividad; en
nuestro caso ademas de que ya se habia usado una membrana de 1 kDa para evitar la
presencia de sales, se observa un cambio en la conductividad pero dentro del volumen
total; una posible explicacion que se da es que estas proteinas pueden tener una carga
gue provoca el cambio en la conductividad (General Electric, 2014). Tampoco se
descarta la idea de que el corte pudo haber sido poco eficiente ya que, por el origen de
las muestras, es dificil desalinizar totalmente. En la Tabla 3 se muestran los

rendimientos obtenidos después de esta separacion con respecto al extracto crudo

fraccionado.
Cantidad Rendimiento

Extracto Crudo primeras 7 6.71 g 3%
colectas
Extracto procesado 55¢g 2.46%
Fraccion ASI 0.0526 g 0.023%
Fraccion ASII 0.53¢ 0.23%
Extracto Crudo ultimas 3 1.68 g 4.5% se proceso todo
colectas
Fraccién ASI 0.4883 g 1.30%
Fraccion ASII 0.8018 g 2.13%

Tabla 3. Rendimientos obtenidos del fraccionamiento del extracto crudo mediante gel permeable
sephadex G50 M.
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Electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE

Se realizaron geles de electroforesis al 16% de acrilamida, en el que se evaluaron el
extracto crudo y las fracciones ASI Y ASII a concentraciones de 20 ug de proteina por
pozo (segun método de Bradford (1976) con BSA como estandar); para revelar el gel se

utilizé tincién de plata. El gel obtenido se muestra en la Figura 6.

EC A
-
-

Sl ASl

S

=
aBR 98 GgEEy

-
o

Fig. 6. Gel de acrilamida al 16%. Primera columna Marcador Dual; EC) Extracto crudo; ASI) Fraccion ASI;
ASII) Fraccion ASIL.

El marcador Precision Plus Protein™ Dual Xtra Prestained Protein Standards ofrece una
mezcla de 12 proteinas recombinantes con pesos que van desde 2 kDa hasta 250 kDa.
En la Figura 6, en el extracto crudo, se observan lineas correspondientes a 10, 20, por
debajo de 37, 50 100 y 150 kDa, lo cual tiene logica porque es un extracto que no ha
sido fraccionado de ninguna manera. En la fraccion ASI se observan lineas en 15, 20,
37 y 75 kDa, mientras que en la fraccion ASII se observan lineas poco marcadas de
pesos de 2, 5, 10 y 15 kDa, lo que se corresponde al ser la dltima fraccién recolectada

de la cromatografia de exclusion.

Después de realizar los ensayos biolégicos y una didlisis extra a todas las fracciones, la
actividad biolégica de todas (dializadas y no dializadas), se perdio, a pesar del cuidado

y la minima manipulacion.
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Se realiz6 una vez mas la cuantificacion de proteinas por el método de Bradford (1976),
y se obtuvo una disminucién en la concentracién de proteina; con estas fracciones se
realizd una electroforesis en gel de acrilamida al 16% (Figura 7). El gel se dejo mas
tiempo de exposicion al tefiido de plata ya que a pesar de que la cuantificacion de
proteinas ya era minima se esperaba que las lineas aun aparecieran, pero solo se
alcanzan a observar algunas levemente marcadas en el extracto crudo, en pesos entre
10y 25 kDa; en las fracciones logran observar lineas en ASIl entre 50 y 37 kDa, y lineas

muy tenues entre 10 y 8 kDa.

EC AS| ASll

Fig. 7. Gel de acrilamida 16 %, después de ensayos biolégicos, tincion de plata, primera columna

marcador Dual, EC) Extracto crudo; ASI) Fraccion I; ASII) Fraccion .

Ensayo de ileon de rata

En el ensayo de ileon de rata se realiz6 la curva dosis-respuesta con el extracto crudo
con una n=3 (Figura 8), graficando el logaritmo de la concentracion de proteinas contra
la respuesta registrada, donde se observé un efecto contractil en los segmentos de
ileon. Se obtiene una ECsp de 0.5957 g de proteina/mL y se llega a un Ema= 0.3166 g;
es decir a una concentracion de 31.6 ug de proteina/mL. Se observa un punto maximo
a la concentracion correspondiente a 3.16 pg de proteina/mL lo anterior puede ser

debido a que al tratarse de un extracto que contiene muchos compuestos, es esta la
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concentracion a la que los compuestos que producen contraccibn maximizan su efecto,
posiblemente porque se encuentren en mayor concentracion que aquellos que producen

relajacion o que puede presentarse una competencia por el sitio de union.
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Fig. 8. Curva dosis-respuesta del extracto crudo de Anemonia sargassensis, en ileon aislado de rata.

Las fracciones obtenidas fueron evaluadas como el extracto crudo, a concentraciones
iguales de 10 pg de proteina/mL (n=3); se observaron contraccién y relajacion
respectivamente: la fracciéon ASI produjo un 86.3% de la contraccion observada con el
extracto crudo y un 23.09% de la contraccion efectuada por el control. Para la fraccion
ASII se observa un 57.14% de la relajacion efectuada por el control. Como controles de
contraccion y relajacion fueron usados cloruro de potasio (KCI) a una concentracién 80
mM y Verapamilo a una concentracion 10 uM, respectivamente (Figura 10). Los efectos

observados por las fracciones y el extracto completo se muestran de manera

esquematica en la Figura 9.
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Fig. 9. Registros representativos del extracto y las fracciones evaluados en ileon de rata calibrado a 1

gramo de tension.
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Fig. 10. Representacion gréfica de las evaluaciones sobre ileon de rata del extracto crudo y las fracciones

ASI y ASII contra los controles de KCl y Verapamilo.

Es remarcable el hecho de que con un solo paso de cromatografia se puedan separan
las acciones del extracto crudo a manera de mostrar efectos contrarios en el ileon
aislado de rata; no obstante estamos conscientes de que existe una gran cantidad de
compuestos presentes en cada una de las fracciones, como pudimos observar, y
sabemos que predomina la accion de los compuestos que contraen en el extracto crudo,
sobre aquellos que producen una relajacion, ya que esta Ultima es evidente hasta

después del fraccionamiento del extracto crudo.

Con la explicacion dada en la seccién de Sistema Nervioso Entérico de los antecedentes
y los efectos observados de la evaluacidon del extracto crudo y de las fracciones

obtenidas se pueden suponer algunas acciones. Comenzando por el extracto crudo,
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sabemos que en éste se encuentran muchos compuestos activos que pueden estar
estimulando diversos mecanismos de accion; no obstante se observa una respuesta en
el aumento en la contraccion del intestino y del movimiento peristéltico, parecida a la
observada en otros experimentos por la acetilcolina; el mismo efecto puede ser atribuido
a los compuestos contenidos en la fraccion ASI, dado que después del fraccionamiento
con membranas de corte y cromatografia de exclusion molecular en Sephadex G-50 M,
esta fraccion continla generando el 23.09% del efecto en el ileon Siguiendo los
antecedentes de toxinas que se encuentran en el género Anemonia la accion puede
deberse a la union de la toxina al sitio 3 de los canales de sodio, que enlentece el
proceso de inactivacion de los canales de sodio, que despolariza la membrana de las
neuronas que se encuentran en el plexo submucoso y el plexo mientérico, provocando
la entrada de calcio a la neurona y la fusiébn de membranas para finalmente causar la
liberacion de acetilcolina hacia el espacio extracelular que en este caso corresponde a
la capa muscular circular y a la mucosa. En la fraccién ASIlI se observa un efecto
totalmente contrario al generado por la fraccién ASI y por el extracto completo; creemos
gue esta fraccién puede estar actuando también por unién a canales de sodio, pero en
lugar de mantener el proceso de inactivacion, los bloquea; puede actuar de igual manera
bloqueando canales de calcio tipo L ubicados en el musculo liso, impidiendo la
contraccion del mismo o puede tener una funcion enzimatica como la colinesterasa.
Tampoco se descarta el hecho de que pueda estar actuando sobre receptores

muscarinicos de las células musculares del intestino.

Actividad fosfolipasa A2

Para la medicion de la actividad fosfolipasa se utilizaron 10 pg de proteina por pozo y
por triplicado del extracto completo EC y de la fraccion ASII, y se compararon contra el
estandar de veneno de abeja. Se utiliz6 solo esta fraccion debido a que en teoria
contiene moléculas con un tamafio menor a 10 kDa -como qued6 demostrado en el gel
de poliacrilamida- y no deberia presentar actividad fosfolipasa A2; esta fraccion es de
especial interés en este estudio. La actividad se siguié durante 10 minutos, leyendo a
una A 414 nm. El control de veneno de abeja tuvo una hidrélisis del 1,2-ditio heptanoil-
tiofosfatidilcolina de 17.85 pM/min/mL (100% de hidrdlisis en las condiciones de
analisis), para el extracto completo (EC) una hidrélisis de 0.13 pM/min/mL (0.72%) y
para la fraccién ASII una hidrélisis de 0.25 pM/min/mL (1.4%). Las rectas se encuentran

en la Figura 11.
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Fig.11. Actividad fosfolipasa monitoreada durante 10 min.

Se cree gue la actividad fosfolipasa presentada por la fraccién de interés es causada
por compuestos de un tamafio mayor a 10 kDa, ya que el fraccionamiento por
membranas de corte no es un método de purificacion totalmente confiable; incluso es
conocido como método de pre-purificacion que, si bien no fracciona completamente, nos

ofrece un extracto mas limpio para posteriores usos.

En el gel de poliacrilamida se observan lineas mayores a 10 kDa, que prueban lo aqui
discutido; ademéas como se planteé en los antecedentes en la seccién de toxinas de

anémonas, las fosfolipasas son siempre de tamafios mayores a 10 kDa.

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAR)

La fraccion ASII fue sometida a separacion por cromatografia de alta eficiencia, por
inyeccion de prueba se determind que las mejores condiciones de separacion eran
comenzar con un 100% de solucion A= agua + 0.1% de TFA hasta llegar a un maximo
de 50% de solucibn B= acetonitrilo + 0.1% de TFA, en una columna C18(2)
Phenomenex® Luna tamafio de particula 5 um, diametro del poro 100A, con flujo de 1
mL/min con un tiempo de analisis de 144 min; el volumen de muestra fue de 500 pL con
un contenido aproximado de = 50 ug proteina por inyeccion se efectuaron 22
inyecciones, igual a 1,121.35ug de proteina total; la deteccion de las sefiales se efectud

a absorbancias de 210, 220 y 280 nm, obteniéndose el cromatograma de la Figura 12.
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Fig. 12. Cromatograma de ASII; la linea roja muestra el gradiente de elucion del solvente B en A con

respecto al tiempo; la sefial azul es registrada a 220 nm.

Las condiciones cromatograficas se presentan en la Tabla 4; se us6 un flujo constante

de 1 mL/min

TIEMPO (min) %A %B
10 100 0
110 0 55
100
100
100 0
15 100 0
144 min

Tabla 4. Condiciones de corrida: tiempos y gradiente de la fraccién ASII.

En el cromatograma y con las condiciones antes descritas, se observa que en los
primeros minutos hay poca resolucion entre las sefiales; las primeras sefiales, que
corresponden a compuestos altamente polares, fueron colectadas e identificadas como
la parte no retenida de los compuestos presentes en la fraccion ASII; las sefiales que
se repitieron en cada inyecciéon fueron llevadas a sequedad por medio de un equipo
“Speed Vac” y concentrados en un solo recipiente; para evitar el gasto del material seco
en una cuantificacién, se realizé un célculo tedrico de las proteinas contenidas en cada

sefial colectada, obteniéndose los resultados de la Tabla 5.
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Tiempo de %B Seiial pg de Proteina

retencion

(min)

16.23 3.1 1 37.77
27.31 8.6 2 61.96
30.71 10.3 3 151.06
39.44 14.7 4 128.04
40.61 15.3 5 276.80
49.58 19.7 6 22.96
56.99 23 7 92.52
68.8 29.4 8 31.21
69.53 30 9 110.21

Tabla 5. Cuantificacion tedrica de proteinas de la fraccion ASII.

Las sefiales mas pequefias o que no aparecian en cada inyeccion también fueron
colectadas y llevadas a sequedad y son identificadas como “pools” presentes entre los

analisis.

Ovocitos de rana

Se analizaron el extracto crudo y las 2 fracciones del veneno obtenido de Anemonia
sargassensis en ovocitos nativos de rana Xenopus laevis, ya que se sabe que hay

expresion de canales nativos.

En una sola evaluacion efectuada, sobre un ovocito manipulado e incubado por 9 dias
para la expresion de canales nicotinicos, se encontr6 que la fraccion ASIl puede afectar
los canales nicotinicos a332 provocando una inactivacion del 20% que es reversible. El
registro obtenido se muestra en la Figura 13, el ovocito se dej6 incubar con 3 uL de la

fraccion ASII a una concentracion de 30 pg proteina/mL, es decir 0.09 ug de proteina.
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Fig.13. Registro obtenido de la fraccion ASII sobre canales nicotinicos

Después de la incubacién y efectuando enjuagues cada minuto y pulsos de -70 mV, se

puede observar la recuperacién casi completa de los canales.

En ovocitos de rana nativos, se hicieron pruebas con el extracto crudo (EC) y las
fracciones (ASI y ASII) obteniéndose resultados de un total de 46 ovocitos, obtenidos

de 9 ranas diferentes con potencial de reposo -32+19 mV (media £ S.E.).

El extracto completo de Anemonia sargassensis (EC) generd una respuesta entrante
asociada con el incremento de conductancia en la membrana a una concentracion de 1
pg/mL por 10 s con recuperacién casi total del ovocito como puede observarse en la
Figura 14A,; si la dosis se aumentaba a 2 pg/mL por 10 s el ovocito moria. Las fracciones
ASI y ASII también fueron probadas obteniéndose las respuestas también entrantes de
la Figura 14B y 14C, a dosis de 1 pg/mL por 10 s, y 5 ug/mL por 20 s, respectivamente;
estas dosis también fueron decididas respecto a la intensidad que se observaba
después de la aplicacion. Estas corrientes siempre estuvieron presentes; las
intensidades medidas fueron; para EC 264 £ 77 nA en n=6 ovocitos, para ASI 1.96% 0.35

HA en n=5 ovocitos y para ASII 615 + 65 nA en n=10.
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Fig. 14. Se observan los efectos del A) extracto crudo (EC) por 16 min; B) fraccién ASI por 10 min y C) fracciéon ASII por 16 min.
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El efecto maximo después de la aplicacién del EC se observa casi de inmediato y la
mayoria de los ovocitos no recuperaban su potencial inicial de membrana. Esto no es
extrafio ya que el extracto crudo no fue purificado de ninguna manera y es muy probable
gue, aunque en una concentracion minima, contenga fosfolipasas, como la mayoria de
los venenos. El efecto de la fraccion ASI observado en la Figura 14B era inmediato a la
aplicacién y se enjuaga rédpidamente lo cual nos demuestra que se trata de compuestos
muy polares, con poca afinidad por las membranas lipidicas; como ya se ha discutido
antes estos compuestos corresponden a la parte no retenida en la separacion por
Sephadex G-50 M. El efecto maximo que se observa tras la aplicacién de la fraccion
ASII durante 20 s es observable 2 min después de la aplicacion; es decir es de accién
lenta y como se aprecia en la Figura 14C tarda mucho en enjuagarse, lo cual nos habla
de un compuesto poco polar y con alta afinidad al sustrato que se esté uniendo; en este
caso se debe aclarar que la recuperacién de los ovocitos al potencial inicial nunca
sucedi6. Como los ovocitos en la fraccion ASII, no tenian una recuperacion completa
(Fig. 14C) y tomando como base la poca actividad fosfolipasa mostrada para asegurar
gue el efecto es debido a las proteinas contenidas en las fracciones y no a sales, las
fracciones se sometieron a un proceso de didlisis en una membrana Spectrum™ tubos
de membrana Spectra/Por™ la cual retiene moleculas de 1x10%® a 5x10* Daltons.
Después de este paso se perdio la actividad de todos los extractos y fracciones, lo cual

se puede corroborar con el gel de la Figura 7.

Debido a la cantidad tan pequefia de las fracciones obtenidas por HPLC, estas

fracciones no fueron probadas en los ovocitos de rana.

Para la obtencion de las curvas intensidad-voltaje fue aplicado un protocolo de pulsos
con una duracién de 4.5 s de 11 pulsos con un rango de -120 a +60 mV, con incrementos
de +20 mV. Dicho protocolo fue aplicado a un mismo ovocito en solucidon Ringer normal
(en reposo) y en el pico maximo de la aplicacién del extracto crudo y las fracciones ASI
y ASII, los ovocitos fueron mantendos a -60 mV; este potencial se encuentra alejado de
los potenciales de equilibrio para K* (-100 mV), Na*(+50 mV), Ca* y CI (-30 mV) en
estas células (Kusano et al., 1982). Las curvas Intensidad contra voltaje obtenidas de
una n= 3 para el extracto completo y cada una de las fracciones se muestran en la Figura
15; para cada pulso de voltaje, la corriente de membrana en reposo fue restada a la
generada durante el pico de la corriente experimental y los valores obtenidos fueron

graficados.
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Fig. 15. Se observan los efectos de derecha a izquierda con una n=3, de EC) Extracto crudo con un

potencial de inversion promedio de 11.06 mV, ASI) fraccion 1 de extracto con un potencial de inversion muy

cercano a 0 mV, ASII) fraccién 2 del extracto con un potencial de inversién muy cercano a 0 mV.

En un principio se prob6 la competencia de extracto completo contra gadolinio y se

obtuvo la gréfica mostrada en la Figura 16; se sabe que el gadolinio en su forma

elemental tiene la capacidad de unirse a los canales de calcio (McDonald et al., 2015) y

aungue si bien se observa una pérdida del efecto del extracto completo, el efecto no se

pierde totalmente; esto refuerza nuestra idea de que esta habiendo mas de un canal

estimulado con el extracto completo.

EC 1ug/ml x 10s +Gd3+

0.5

o

50 100

-1.04

-+ blogueo Gd3+ 32

Fig. 16. Bloqueo de gadolinio sobre extracto crudo, en el mismo ovocito.

El potencial de inversion Ei,, de una corriente es un parametro que depende del tipo y

la concentracion (intracelular y extracelular) de los iones que acarrean dicha corriente.

En un canal selectivo a un solo tipo de ion, el Ein es igual al potencial de equilibrio (Eeq)

descrito por la ecuacion de Nerst:

o1



oo BT [Xle
1= 2F 9 X

Donde R es la constante de los gases (8.318 VC K*mol?), T es la temperatura en grados
Kelvin, z es la carga del ion, F es la constante de Faraday (9.648 x 104 Cmol?) y [X]e y

[X]i es la concentracion del ion “X” extra e intracelular, respectivamente.

Los Ein para corrientes que fluyen a través de canales que son permeables a mas de
un tipo de ion, por ejemplo el canal nicotinico, pueden ser predichos por ecuaciones,
como la del “campo constante” de Goldman-Hodgkin-Katz, que toma en cuenta ademas
de las concentraciones de los iones las permeabilidades para cada uno de ellos a través
del canal (Hille, 1984); asi, el Einy para un canal permeable de Na* y K* est4 dado por la

ecuacion:

RT  Pyx[K*]e + Pyy[Na*]le
2F " Pe[K )i + Pyg[Nat]i

Einy =

Donde PK y PNa corresponden a las permeabilidades de cada ion a través del canal.
En varias condiciones experimentales la ecuacion anterior es de mayor utilidad al
expresarla en términos de la tasa de permeabilidades, la cual nos dice qué tan
permeable es un ion con respecto a otro; en el caso de K* y Na* esta tasa esta descrita
por la siguiente ecuacion para la sustitucion total de Na*.

Pc [Na*] F

— = AE; —)

Pva  [K'] EXp( inv o
En donde AEinv es el cambio de potencial de inversion producido por la sustitucién de
Na* por K* en el medio (Hille, 1984).

En experimentos previos sobre toxinas de cnidarios probadas sobre ovocitos de rana se
han sustituido los iones en la solucién de Ringer para poder deducir, a través de las
ecuaciones anteriores, sobre qué canales estan actuando; ya que las respuestas que
se estdn observando en este trabajo no son especificas, se puede deducir que es debido
a que las fracciones aln no estan puras; no obstante cada fraccion ofrece una respuesta
muy distinta, cuando se traté de continuar con los experimentos nos percatamos que los
extractos habian perdido actividad y por lo mismo estas pruebas ya no se pudieron

concretar.
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Conclusiones

El rendimiento de extracto crudo obtenido de la anémona Anemonia sargassensis es de
3.00% y 4.5%, en la primera y la segunda colecta, respectivamente, lo que corresponde

a lo esperado para cnidarios por su alto contenido de humedad.

La concentracion de proteinas en los extractos es de 99.80 mg/g y 88.02 mg/g en la

primera y la segunda colecta.

El extracto crudo tuvo efecto neurotéxico en los cangrejos de la especie Ocypode
guadrata, lo que nos comprueba el efecto en canales de sodio, cuyo bloqueo produce

pardlisis que puede conducir a la muerte.

En la fraccion ASII se observa el efecto contrario al observado en el extracto crudo y en
la fraccion ASII, relajacion del ileon; eso puede deberse a la presencia de neurotoxinas
y citolisinas, respectivamente, que producen cambios en la conductividad de la

membrana.

En los experimentos realizados en ovocitos de rana se tienen resultados poco
concluyentes; debido a que se trata de una mezcla compleja, se sugiere continuar con

la purificacién y caracterizacion de las fracciones activas.

Cabe resaltar la evidente presencia en la fraccion ASIl de un compuesto de unién
irreversible a los ovocitos, o con alta afinidad por las membranas de los mismos, que
evita la recuperacion completa de los ovocitos; por el tamafio de las moléculas
contenidas en la fraccion y el tiempo que el ovocito conservd su integridad se puede

descartar una fosfolipasa.

En conclusion, la anémona Anemonia sargassensis nos ofrece una fuente de
compuestos con alto potencial farmacolégico que deben ser estudiados en
investigaciones futuras, en especial la fraccibn ASII que contiene compuestos con

menor polaridad.
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