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RESUMEN

Las especies del género Millepora (phylum Cnidaria, clase Hydrozoa) son los
segundos organismos mas importantes constructores de arrecifes coralinos en el
mundo. En el Caribe Mexicano son abundantes las especies M. alcicornis y M.
complanata. Ambas, entre otras del mismo género, son llamadas comunmente
“corales de fuego” ya que producen lesiones en la piel humana semejantes a
guemaduras. Estos organismos viven en simbiosis con algas fotosintéticas del
género Symbiodinium (zooxantelas), que les proveen de carbono y oxigeno.
Cuando estos hidrocorales son sometidos a cambios bruscos de temperatura,
radiacion solar o pH, ocurre el fendmeno de blangueamiento, que consiste en la
pérdida de las zooxantelas y pigmentos fotosintéticos. Esto resulta en una
disminucién de la velocidad de crecimiento, de capacidad de supervivencia y un
incremento de su susceptibilidad ante patégenos. Hasta ahora se desconocen las
consecuencias de la ausencia de zooxantelas sobre la sintesis de toxinas por parte
de los hidrocorales y su impacto sobre sus mecanismos de defensa y depredacion.
A fin de determinar la influencia de las zooxantelas sobre estos procesos, en la
presente tesis se compararon los efectos téxicos y farmacolégicos inducidos por el
extracto acuoso de fragmentos blanqueados y normales de M. alcicornis. Los
resultados mostraron que el extracto obtenido a partir de fragmentos blanqueados
presenta un menor contenido proteico. Asimismo, los efectos letales, proteolitico,
de contractilidad y de dafio organico se vieron afectados con el blanqueamiento, lo
gue no ocurrié con el efecto hemolitico. Concluyendo que no todos los compuestos
bioactivos presentes en M. alcicornis se ven afectados por el blanqueamiento.



1. ANTECEDENTES
1.1 El phylum Cnidaria

Cnidaria es un phylum exclusivamente acuatico que comprende mas de 11 000
especies en todo el mundo (Haussermann, 2009). El nombre del phylum se deriva
de la presencia de un organelo capsular con tubulos eversibles llamado cnida (del
griego cnidae, que significa ortiga), cuya funcion es el almacenamiento de veneno
para defensa o captura de presas (Daly y col.,, 2007). Dentro de otras
caracteristicas propias de los cnidarios se encuentran la simetria radial, una
cavidad gastrovascular con una sola abertura, dieta carnivora y distribucion en
hébitats marinos tanto someros como profundos, bénticos y pelagicos, desde las
regiones tropicales a las polares (Solomon y col.,, 1998; Curtis y col., 2007;
Haussermann, 2009). Algunos de los miembros de este phylum son los corales, los

hidrocorales, las medusas, las anémonas y los abanicos de mar (Daly y col., 2007).

1.2 Morfologia de los cnidarios

La pared del cuerpo de los Cnidarios consta de dos capas celulares: la epidermis
externa (ectodermo) y la gastrodermis interna (endodermo); que se encuentran
separadas por una capa de tejido conectivo gelatinoso llamada mesoglea (Arai,
1997). La organizacion morfologica de los cnidarios es de simetria radial y
relativamente simple, consta de un saco hueco con una cavidad gastrovascular que
contiene una sola abertura, la cual cumple con la funcién de boca y ano. Esta
abertura estd rodeada de tentaculos que son utilizados para conducir el alimento
hacia la cavidad gastrovascular, donde se liberan enzimas que digieren
parcialmente el alimento. Las particulas mas pequefias son captadas luego por
células de la gastrodermis que recubren la cavidad, que completan el proceso
digestivo y ceden los productos a otras células del organismo. La circulacion del
agua a través del seno gastrovascular proporciona O, a la gastrodermis y conduce
el CO,, otros productos de desecho y restos de particulas de alimento no digerido

al exterior a través de la boca (Figura 1).
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Figura 1. Estructura del tejido coralino y anexos (Rosenberg y col., 2007).

El ciclo de vida de los cnidarios inicia con una larva planula, que es pequefia,
ciliada y de vida libre. Después de la etapa larval, algunos cnidarios alternan la
forma pélipo y medusa. En estas especies, la reproduccion de los pélipos es
asexual y la de las medusas, sexual (Solomon y col., 1998; Curtis y col., 2007; Daly
y col., 2007).

1.3 Clasificacion del phylum Cnidaria

Hasta 2004, se conocian s6lo cuatro clases de Cnidarios: Anthozoa, Scyphozoa,
Cubozoa e Hydrozoa (Nevalainen y col., 2004). En ese mismo afo, gracias a
estudios filogenéticos realizados por Marques y Collins, se incluyd a la Clase
Staurozoa como parte del phylum Cnidaria, dando como resultado, las 5 clases de
cnidarios que hoy en dia se conocen (Marques y Collins, 2004; Steele y col., 2011).



 Clase Scyphozoa: Incluye a las medusas de didmetros grandes. Se caracterizan
por su movilidad, de tipo propulsor; ademas de que poseen varias estructuras en
multiplos de cuatro (Figura 2). Ejemplos de especies caracteristicas de esta clase
son las medusas corona (orden Coronatae) y las medusas invertidas (familia

Cassiopeidae, orden Rhizostomeae) (Solomon y col., 1998; Arai, 1997).

Phylum: Cnidaria
Clase: Scyphozoa
Orden: Semaeostomae
Familia: Pelagiidae
Geénero: Chrysaora

Especie: Chrysaora fuscescens

Figura 2. Ejemplo representativo de un organismo de la clase Scyphozoa.

* Clase Cubozoa: Su nombre alude a la forma cubica del cuerpo, que presenta una
division tetramérica (Figura 3). Poseen un velo en forma de sombrilla que casi es
transparente. Se les conoce comunmente como “avispas de mar’ (orden
Carybdeida y Chirodropida) debido a sus venenos altamente toxicos (Solomon y

col., 1998; Fernandez y Rivas, 2007).

Phylum: Cnidaria
Clase: Cubozoa
Orden: Carybdeida
Familia: Carybdeidae
Género: Carybdea
Especie: Carybdea sivickisi

Figura 3. Ejemplo representativo de un organismo de la clase Cubozoa.
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* Clase Anthozoa: Carecen de una fase medusoide, predominando la fase polipoide
béntica, sésil y generalmente modular. La clase recibe su nombre debido a que los
polipos tienen forma de flor (“anthos” flor, “zoos” animal) e incluye a los corales, las
anémonas, los abanicos y las plumas de mar. La mayoria son especies coloniales
(Figura 4), aunque también existen algunas especies solitarias. La mesoglea de los
antozoos se caracteriza por tener mayor densidad celular, ademas de que la
cavidad gastrovascular de estos organismos se encuentra dividida radialmente por
septos llamados mesenterios. Esta clase comprende tres subclases, segun la
agrupacion de Dunn (1982): Octocorallia (Alcyonaria), Hexacorallia (Zoantharia) y
Ceriantipatharia (Solomon y col., 1998).

Phylum: Cnidaria
Clase: Anthozoa
Orden: Zoanthidea
Familia: Sphenopidae
Género: Palythoa

Especie: Palythoa caribaeorum

Figura 4. Ejemplo representativo de un organismo de la clase Anthozoa.

* Clase Staurozoa: Esta conformada por un grupo reducido de medusas pequefias
sésiles de aspecto polipoide, que se encuentran fijas al sustrato por un disco aboral
adhesivo en la base de un tallo de longitud variable (Figura 5). El cuerpo, también
llamado caliz, esta dividido en cuatro pares de brazos; la boca es central ubicada al
final de un manubrio corto y cuadrangular, con ocho tentaculos primarios simples y
ocho grupos de tentaculos secundarios huecos, localizados en los extremos de
cada uno de los brazos; la cavidad gastrica se divide en cuatro bolsas mediante
septos longitudinales huecos; sus planulas reptantes se desarrollan en pélipos y
posteriormente en medusas. Tanto polipos como planulas se reproducen

asexualmente por gemacion (Fernandez y Rivas, 2007).
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Phylum: Cnidaria
Clase: Staurozoa
Orden: Stauromedusae
Familia: Lucernariidae
Género: Lucernaria

Especie: Lucernaria quadricornis

Figura 5. Ejemplo representativo de un organismo de la clase Staurozoa.

+ Clase Hydrozoa: Esta clase cuenta con la mayor diversidad de especies, no sélo
porque comprenden organismos de aguas salobres y dulces, como es el caso de
Hydra y Craspedacusta, sino porque también presentan una gran diversidad en su
alimentacion, ya que incluye cnidarios que son omnivoros, predadores y carrofieros
(Fernandez y Rivas, 2007; WoRMS, 2013). Una caracteristica propia de esta clase,
es que su cavidad gastrovascular no presenta divisiones. Las especies mas
representativas de esta clase son las hidras (orden Hydroida, Familia Hydridae);
especies que presentan la forma de medusas marinas (orden Trachylina), siendo
éstas mas pequefias que las de la clase Scyphozoa; medusas de agua dulce
(orden Limnomedusae, familia Olindiidae); ademas de otras especies tubulares
(Figura 6). Dentro de esta clase se encuentran también formas coloniales flotantes
(orden Siphonophora) (Schuchert, 2009). Asimismo esta clase comprende a los
hidrocorales, los cuales son hidrozoarios coloniales que secretan esqueletos

calcareos y se asemejan a los auténticos corales escleractinios.

Los hidrocorales incluyen dos grupos; el primero esta constituido por las especies
del orden Stylasterina, que habitan generalmente en cuevas y grietas a
profundidades de 200 a 500 m y el segundo comprende a las especies del orden
Anthoathecata, familia Milleporidae, también conocidos como “corales de fuego o
corales punzantes”, debido a que al entrar en contacto con la piel de los humanos,
producen lesiones semejantes a quemaduras. Los corales de fuego son los mas

abundates de los dos tipos de hidrocorales, se encuentran distribuidos a lo largo de
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todo el mundo en aguas someras, salobres y bénticas de entre 1 y 40 m de
profundidad (Lewis, 2006).

Phylum: Cnidaria
Clase: Hydrozoa
Orden: Anthoathecata
Familia: Tubulariidae
Género: Ectopleura

Especie: Ectopleura larynx

Figura 6. Ejemplo representativo de un organismo de la clase Hydrozoa.

1.4 Cnidocitos y cnidocistos

Los cnidocitos son células eucaritticas altamente especializadas y complejas, que
definen a los organismos pertenecientes al phylum Cnidaria, los cuales lo utilizan
para capturar a sus presas, como defensa, como organelos de adhesion; para la
construccion de tubulos y en la locomocion (Mariscal y col., 1977; Terron y Lopez,
2005). Los cnidocitos o cnidae (singular cnida) poseen cnidocistos, organelos a
manera de cépsula cilindrica, la cual libera un tubulo largo tras su activacion. El
desarrollo de este organelo se lleva a cabo dentro de una vesicula gigante que se
encuentra proxima al aparato de Golgi, ya que ésta es el resultado de una
acumulacion secuencial de proteinas secretadas por él. Tradicionalmente, se
distinguen tres tipos de cnidocistos: pticocistos, espirocistos y nematocistos (Ozbek
y col., 2009).

La clase Anthozoa se distingue de las otras cuatro clases por poseer los tres tipos
de cnidocistos. Los espirocistos se encuentran solamente en la subclase
Hexacorallia, que pertenece a la clase Anthozoa. Los pticocistos se encuentran
exclusivamente en las anémonas tubo (clase Anthozoa, orden Ceriantharia). Por
otro lado, los nematocistos se encuentran en todas las especies del phylum

Cnidaria y son los mas importantes, pues son utilizados principalmente para
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capturar a sus presas y como defensa, debido a que almacenan una mezcla
compleja de toxinas (Tardent, 1995; Fautin, 2009; Ozbek y col., 2009).

Existen alrededor de 30 tipos morfoloégicos de nematocistos, sin embargo, se ha
observado que su estructura no parece estar relacionada con su funcion, ya que se
ha demostrado que la mayoria de los nematocistos cumplen con funciones tanto de
ataque como de defensa. De la misma manera, no se ha establecido una relacion
entre la forma del nematocisto y su toxicidad. Hasta ahora, la gran diversidad de
formas y tamafios en este tipo de cnidae, ha fungido como una valiosa herramienta
para clasificar taxonomicamente a las especies pertenecientes al phylum Cnidaria
(Fautin, 2009; Ostman, 2000).

Asimismo, los nematocistos se conforman por una capsula de doble capa, que
puede ser de forma ovalada o esférica, en cuya parte apical se encuentra una
abertura cerrada por una pequefia tapa. A esta abertura se le conoce como
opérculo. En el interior del nematocisto se alberga un filamento tubular invertido
enrollado que es evertido explosivamente cuando se estimula de manera apropiada
(Mariscal, 1974; Tardent, 1995; Kass y Scappaticci, 2002). Las paredes de la
capsula, principalmente la capa exterior, estan constituidas principalmente por una
glucoproteina denominada NOWA, que presenta dominios ricos en cisteina de
manera muy similar a la estructura del colageno; por lo que a estos dominios se les
ha denominado minicolageno (Engel y col., 2002; Meier y col., 2007). Asi, la
capsula es altamente resistente y soporta una presion intracapsular de 150 bar
(Ozbek y col., 2009). Tras un estimulo quimico, fisico o mecanico (Watson y
Hessinger, 1989); una alta concentracion del polianién poli-y—glutamato (pG)
dentro de la capsula incrementa la presion osmotica, iniciando un proceso clasico
de exocitosis que provoca la liberacion de la cépsula y la descarga de las
sustancias que se encuentran en el interior del organelo, principalmente, toxinas
(Figura 7) (Weber, 1990; Szczepanek y col., 2002; Ozbek y col., 2009).
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Figura 7. Morfodinamica de la descarga del nematocisto tipo estenoételes.
A) Esquema de la descarga de un estendteles. B) Eversion del nematocisto,
resuelto con cAmara Hamamatsu C4187 de alta velocidad (Ozbek y col. 2009).

1.5 Compuestos bioactivos sintetizados por los cnidarios

Los cnidarios conforman el phylum mas amplio de animales generalmente toxicos
(Watters, 2005) y a pesar de ello, sus toxinas y venenos no han recibido suficiente
atencion por parte de los cientificos, en comparacién con la que se le ha brindado a
las toxinas y venenos de serpientes, escorpiones, arafias y, de inclusive, algunos
organismos marinos como a los caracoles cénicos del género Conus (phylum
Mollusca), entre otros. Un estudio toxinoldgico mas amplio y profundo sobre los
cnidarios permitiria, ademas de la elucidacion de las estructuras de sus toxinas, un
mejor tratamiento para las victimas de envenenamiento por parte de estos
organismos. Mas auln, las toxinas de estos animales marinos pueden constituir
herramientas moleculares altamente Utiles para el estudio de canales i6nicos
implicados en la sefalizacion eléctrica, la respuesta inmune y otros procesos de
transduccion de sefales de interés biomédico (Turk y Kem, 2009). Un trabajo que
reitera el gran valor del estudio de toxinas de cnidarios, es el realizado por Chiy
col. (2012), en el cual se demuestra que la toxina de la anémona Stichodactyla



helianthus es capaz de inhibir potencialmente la proliferacion de linfocitos T en
ciertos modelos de enfermedades autoinmunes como lo son la artritis reumatoide y

la psoriasis, entre otras (Chiy col., 2012).

Los venenos de los cnidarios estan constituidos por una amplia gama de sustancias
tales como péptidos, proteinas, fosfolipidos, fosfolipasas, glicoproteinas, esteroles,
aminas bioactivas y carbohidratos (Watters, 2005); aunque la gran mayoria de los
estudios dirigidos a la identificacion de estas toxinas, indican que la mayor parte de
éstas son de naturaleza proteinica (Rogers y col., 1996; Anderluh y col., 2002;
Nevalainen y col., 2009). Tomando en cuenta los conocimientos generales que se
tienen respecto a sus efectos, estas toxinas se pueden clasificar en dos grupos
principales: neurotoxinas y citolisinas. Por otra parte, también se han encontrado
diversos metabolitos secundarios bioactivos en cnidarios (Blunt y col., 2012). En el
caso de la clase Anthozoa (anémonas marinas) y la clase Hydrozoa (hidras), el tipo
de toxinas que mas abundan, son neurotoxinas que bloquean canales de Na*y K;
ademas de citolisinas, que afectan la integridad de la célula diana (Anderluh y col.,
2011).

1.5.1 Neurotoxinas

Los canales i6nicos dependientes de voltaje, generan actividad eléctrica en las
células excitables. Los canales dependientes de voltaje se abren en respuesta a
cambios en el potencial de membrana, permitiendo que los iones indicados fluyan a
través del canal a favor de un gradiente de concentracion. De esta manera, son
componentes esenciales en los sistemas neuromusculares y neuronales, y
constituyen los blancos moleculares de toxinas de una amplia variedad de phyla,

incluidos los cnidarios.

En lo que respecta a las toxinas de organismos del phylum Cnidaria, las toxinas de
las anémonas (clase Anthozoa, subclase Hexacorallia, orden Actinaria) son las
mejor caracterizadas en términos de su mecanismo de accion. Se ha encontrado
gue una gran parte de las toxinas de los cnidarios actian sobre canales de sodio

(Nay) y de potasio (Ky) dependientes de voltaje y han sido descritas a detalle
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(Messerli y Greenberg, 2006). Adicionalmente, se ha encontrado que las toxinas
contenidas en el veneno de M. complanata involucran canales de Ca?'
dependientes de voltaje (Rojas y col., 2002), sin embargo, no se ha elucidado la

estructura quimica de dichas toxinas, ni su mecanismo de accién a nivel molecular.

1.5.1.1 Neurotoxinas que actuan sobre canales de sodio dependientes de voltaje
(Nav)

Algunas de las toxinas polipeptidicas que actian sobre canales Nay tienen efecto
cardiovascular y neurotéxico, y provienen de mas de 50 diferentes anémonas.
Estas toxinas tienen un peso molecular de aproximadamente 5 kDa. Ejemplos de
estas toxinas son la ATX Il de Anemonia sulcata, Anthopleurina Ay B (ApA y ApB)
de Anthopleura xanthogrammica y la cangitoxina de Bundosoma cangicum, a la

cual se le ha comprobado efecto epileptogénico in vivo (Honma y Shiomi, 2006).

Norton describe una clasificacion de estas toxinas de anémonas en diferentes tipos,
la cual esta basada en las secuencias de sus aminoacidos: las toxinas tipo 1y tipo
2 son polipéptidos de 46 a 49 aminoacidos (Norton, 1991). La similitud que existe
entre ambas categorias es de cerca del 60%, sin embargo, la similitud entre los
miembros de estos grupos es menor del 30% y contienen 6 residuos conservados
de cisteina que se encuentran unidos por 3 puentes disulfuro, ademas ambos
tienen secuencias de aminoacidos basicos (lisina) C—terminal que son mas
frecuentes en el tipo 2. Los péptidos tipo 3 pertenecen a organismos del género
Entacmaea (familia Actiniidae) y son méas cortos pues solo constan de 27 a 32
aminoacidos. Al tipo 3 corresponden las calitoxinas | y Il de Calliactis parasitica,
gue son péptidos largos que no se ajustan al tipo 1 ni al 2 (Cariello y col., 1989;
Spagnuolo y col., 1994). Tanto el tipo 1 como el tipo 2 de estas toxinas pueden ser
encontradas en la familia Stichodactylidae, como son la Gigantoxina Il y Ill, pero la

familia Actiniidae sélo produce toxinas del tipo 1 (Shiomi y col., 2003).
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1.5.1.2 Neurotoxinas que actian sobre canales de potasio dependientes de voltaje
(Kv)

A la fecha se han reportado, por lo menos, 11 toxinas aisladas de anémonas, que
actian sobre canales de Ky. Estas toxinas se agrupan en 3 diferentes clases, de

acuerdo a sus diferencias tanto estructurales como funcionales.

En el tipo 1 se encuentran las toxinas que bloquean con gran potencia los canales
Ky. Contienen de 35-37 aminoacidos que forman 2 hélices casi perpendiculares
gue incluyen 3 puentes disulfuro. Se ha observado que para la toxina ShK de
Stichodactyla helianthus (clase Anthozoa), el residuo de lisina 22 y el residuo de
tirosina 23 son esenciales para la interaccion con los canales Ky de cerebro de rata.
Un resultado similiar fue encontrado para la toxina BgK de Bunodosoma granulifera

(clase Anthozoa) (Pennington y col., 1996).

El tipo 2 esta representado por las kalcicudinas de la 1 a la 3. Estdn conformadas
por 58 o 59 residuos de aminoacidos que bloquean los canales Kyl aunque con
menor potencia que las toxinas del tipo 1. Asimismo, presentan secuencias
homologas a las dendrotoxinas, que son toxinas que se encuentran en venenos de
serpientes; y a inhibidores de proteasa tipo Kunitz, ademas de que exhiben
actividad inhibitoria de proteasa (Schweitz y col., 1995).

Las toxinas del tipo 3 incluyen a la BDS—I y BDS-II de Anemonia sulcata y a la
APETx1 de Anthopleura elegantissima. Ambas bloguean selectivamente los
canales Kys causando, predominantemente, la rapida inactivaciéon de los canales
Kvs.a. APETX1, por otro lado, es muy similar a las toxinas BDS (hasta un 54%),
pese a esto, actia modificando la dependencia del voltaje de los canales Kyi11
(Diochot y col., 2003).

1.5.2 Citolisinas

La vida de una célula depende de la integridad de la membrana celular, que es
responsable de controlar la distribucion transmembranal de solutos. No es

sorprendente que la permeabilizacion de la membrana, inducida por péptidos y
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proteinas especificamente disefiadas hayan evolucionado como una estrategia
para atacar a otros organismos vivos, causando a la célula una muerte necrética o
apoptotica. Inclusive, algunas de esas moléculas tan efectivas, son péptidos
antimicrobianos que actian como antibioticos naturales o como efectores cruciales

de sistemas de inmunidad innata (Maréti y col., 2011; Wilmes y col., 2011).

El objetivo principal de este tipo de toxinas es provocar la destruccion de
determinados tipos celulares, por medio de su interacciéon con las membranas
celulares. El dafio celular puede ser causado por via enzimatica, mediante la
degradacion de los lipidos de la membrana (mediante la accién de fosfolipasas
citoliticas y esfingomielinasas) o, mediante la formacion de poros en las
membranas (toxinas formadoras de poro, actinoporinas o PFTs). Estas Ultimas
suelen ser las mas comunes en el veneno de los cnidarios, por lo que se cree que
su efectividad al causar dafio al organismo diana es evolucionadamente mas
ventajosa, pues a concentraciones nanomolares, estas proteinas son capaces de
lisar eritrocitos y otras células, segun lo reportado por Sher y col., en 2005. El
mecanismo general de accion de las PFTs (Pore Forming Toxins) puede ser
descrito en distintos pasos: 1) secrecion de proteinas solubles que atacan la
membrana de la célula diana por reconocimiento, mas o menos especifico, de
lipidos y/o dominios de lipidos; 2) oligomerizacién en el plano de la membrana y, 3)
proyeccion de segmentos de polipéptidos anfifilicos de estructuras a— o B— a través
de la bicapa lipidica para construir poros hidrofilicos revestidos por conjuntos de a—
hélices (a—PFTs) o varias horquillas B (B—PFTs) (Parker y Feil, 2005; Anderluh y
Lakey, 2008; Sher y col., 2005).

1.5.2.1 Citolisinas que degradan los lipidos de membrana

Las toxinas cuyo mecanismo de accion involucra la degradacion enzimatica de
lipidos membranales especificos, son aquellas con actividad de fosfolipasa A;
(PLA>). El papel que juegan en los cnidarios es ayudar a capturar y digerir presas,
ademas de servir como mecanismo de defensa (Nevalainen y col., 2004). Estas

enzimas hidrolizan el enlace éster sn—-2 de los glicerofosfolipidos, liberando acidos
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grasos y lisofosfolipidos. Es importante diferenciar a las PLA; citosoélicas (CPLA,) de
las de secrecion (sPLA,). Las primeras desempefian un papel importante dentro de
las células, mediante la produccion de diversos compuestos bioactivos enddgenos,
activando la via del acido araquidonico (Diaz y Arm, 2003). Por otro lado, las sPLA;
se encuentran en venenos de diversos organismos, asi como en otras secreciones
como la saliva y el jugo pancreético (Nevalainen y col., 2004). En el phylum
Cnidaria, se han encontrado altos niveles de actividad de sPLA; en los venenos de
diversas especies (Nevalainen y col., 2004). Asimismo, se han llegado a clonar
sPLA, de las anémonas marinas Adamsia palliata (clase Anthozoa) (Talvinen y
Nevalainen, 2002) y Urticina crassicornis (Razpotnik y col., 2009). Muchas veces,
este tipo de toxinas actdan en conjunto con otras citolisinas para inducir la lisis de
las células. Ademas, se ha encontrado que algunas de estas citolisinas requieren
de cationes divalentes, como el Ca®" y el Mg®*, para alcanzar su actividad éptima,
tal es el caso de la B PLA; de A. palliata (Grotendorst y Hessinger, 2000). En el
2004, Nevalainen y col., reportaron que diversas especies de la familia Milleporidae
presentaban altos niveles de actividad PLA, (735 U/g de proteina, en promedio),
responsables de la irritacién cutanea, e inclusive, del sindrome de envenenamiento

sistémico, tras el contacto con dichos organismos (Nevalainen y col., 2004).
1.5.2.2 Actinoporinas

Las toxinas de cnidarios mas estudiadas son las que constituyen la familia de las
actinoporinas. De ellas se conoce su forma estructural 3D y su mecanismo
molecular de la formacion del poro, sin embargo, su rol biolégico en anémonas no
se ha elucidado aun. Estas han sido descritas en diversas especies de anémonas,
aunque las moléculas que han cobrado mas importancia durante la ultima década
son la equinatoxina Il (Eqtll) aislada de Actinia equina (clase Anthozoa); las
esticolisinas | y Il (Stl y Stll, respectivamente) obtenidas del veneno de
Stichodactyla helianthus y, las magnificalisinas (HMg) extraidas de Heteractis
magnifica (clase Anthozoa). Estas actinoporinas poseen como caracteristicas
comunes el ser monoméricas, no poseer residuos de cisteina y presentar pesos

moleculares de aproximadamente 20 kDa. Resulta interesante mencionar, que
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incluso los miembros més lejanos de la familia contienen aun, mas del 50 % de
residuos de aminoécidos idénticos. Estas toxinas son hidrosolubles, en presencia
de lipidos membranales (esfingomielina), oligomerizan de tres a cuatro moléculas
para formar un poro de aproximadamente 2 nm de diametro que es selectivo a
cationes (Anderluh y col., 2002; Anderluh y Lakey, 2011).

1.5.3 Metabolitos secundarios

Un gran numero de metabolitos secundarios bioactivos se han encontrado en
cnidarios, principalmente en especies de la clase Anthozoa. La mayoria de estos
metabolitos son de naturaleza terpenoide, prostanoide o esteroidea (Blunt y col.,
2012).

1.5.3.1 Terpenoides

Los terpenoides constituyen el grupo mas amplio de productos naturales bioactivos
con un alto potencial farmacoldgico. Estos compuestos presentan importantes
efectos terapéuticos tales como son efecto antineoplasico, anti—inflamatorio,
antimalarico y actividad antibidtica. Durante las Ultimas dos décadas, han sido
aislados cientos de terpenoides de origen marino con prometedores usos en el
tratamiento de diversas enfermedades humanas. Una de las fuentes mas
productivas de este tipo de metabolitos secundarios son los organismos
pertenecientes al phylum Cnidaria: anémonas, corales pétreos, hidrocorales y
gorgonias (Berrue y Kerr, 2009).

El grupo mas grande de estos metabolitos en cnidarios, lo constituyen los
cembranoides, compuestos diterpénicos que contienen un anillo de 14 carbonos,
un isopropil en el carbono 1 y tres grupos metilo acomodados simétricamente en
los carbonos 4, 8 y 12. A este nucleo caracteristico se le conoce como grupo
cembrano (Figura 8). Existen numerosas variaciones estructurales sobre el nucleo
cembranoide, tales como cambio en la posicién de los dobles enlaces, epoxidacién,
ciclacion de carbonos y oxidacion alilica e isopropilica (Berrue y Kerr, 2009). Los

cembranoides se han encontrado en diversos corales blandos (clase Anthozoa,
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subclase Octocorallia, orden Alcyonacea) y presentan diversos efectos biologicos
de importancia biomédica, ya que pueden interaccionar con receptores nicotinicos
musculares y neuronales (Ferchmin y col., 2009). Por ejemplo, la lofotoxina, aislada
de algunos corales blandos del Pacifico pertenecientes al género Lophogeorgia,
bloquea receptores neuromusculares de acetilcolina de manera irreversible

mediante una union covalente con el receptor (Fenical y col., 1981).
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Figura 8. Estructura basica de los cembranoides.

Otro cembranoide importante es el sarcofitol A, aislado de Sarcophyton glaucum
(clase Anthozoa), pues ha demostrado ser un potente agente antitumoral en
modelos de cancer de piel en ratones (Fujiki y col., 1989), inhibe el desarrollo de
hepatomas sin vestigios de toxicidad (Yamauchi y col., 1991) y posee efectos

preventivos contra el cancer de pancreas (Yokomatsu y col., 1994).

La eleuterobina y las sarcodictinas son un grupo de cembranoides ciclados que
poseen funciones estabilizantes de microtibulos como lo hace el taxol, un farmaco
antitumoral aprobado por la Food and Drug Administration (FDA). La eleuterobina
fue aislada del coral blando Eleutherobia aurea (clase Anthozoa), que habita en el
Océano Indico, mientras que las sarcodictinas A y B fueron aisladas del coral
Sarcodictyon roseum (clase Anthozoa), del Mar Mediterraneo. Estos compuestos
tienen actividad antitumoral a una concentracion inhibitoria media (Clsp) entre 400 y
900 nM, a la cual inducen la polimerizacion de las tubulinas y la estabilizacion de
los microtabulos (Newmann y Cragg, 2004). La (Z)-sarcodictina A fue aislada del
coral blando Bellonella albiflora (clase Anthozoa) y presenta fuerte actividad

citotoxica contra las células HeLa de cancer cervicouterino (Nakao y col., 2003). La
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esclerofitina A, aislada del coral blando Sclerophytum capitalis (clase Anthozoa)
presenta un potente efecto citotoxico in vitro en las células L1210 (células de
leucemia linfocitica de ratén), con una ICsp = 3 nM (Sharma y Alam, 1988) y
presenta actividad antimestastasica contra las células humanas PC-3 de cancer de
prostata (Hassan y col., 2010). Debido a su potencia y complejidad estructural, se
han incrementado los esfuerzos para lograr sintetizarla, o en su defecto, crear
nuevos derivados que puedan tener actividad sobre diferentes células cancerosas
(Bateman y col., 2009).
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Figura 9. Estructura de la eleuterobina.

Las pseudopterosinas son una familia de diterpen—pentosaglicésidos, aislados de
una de las cincos especies mas prolificas del género Pseudoterogorgia; P.
elisabethae. Hasta el momento, mas de 109 compuestos han sido aislados de esta
especie, de los cuales, los terpenoides son el tipo mas abundante.
Estructuralmente, las pseudopterosinas consisten en un nucleo hidrocarbonado
triciclico que posee 4 estereocentros, y un azucar unido a una subunidad catecol. A
estos compuestos se les han demostrado propiedades anti—inflamatorias,
antimicrobianas, desinfectantes y una baja citotoxicidad (Bandurraga y col., 982;
Look y col., 1985; Pawlik y col., 1987; McCulloch y col., 2012). De hecho, algunas

pseudopterosinas son mas potentes que farmacos como la indometacina en
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modelos de ratén. EI mecanismo anti—inflamatorio de estos compuestos no esté
completamente claro, sin embargo, algunos estudios muestran que la
pseudopterosina A (Figura 10) induce una modificacion de la cascada del acido

araquidoénico (Look y col., 1986; Mayer y col., 1998).

HO O
HO

Figura 10. Estructura de la pseudoterosina A.

Otro grupo de terpenos que poseen propiedades anti—inflamatorias son los
fucésidos A y B, diterpenos glicosilados con arabinosa, aislados del octocoral
Eunicea fusca. Se cree que su efecto se debe a la inhibicion selectiva de la

5-lipooxigenasa (Jacobson y Jacobs, 1992).
1.5.3.2 Prostanoides

Los prostanoides son derivados del acido prostandico, un acido graso de 20
carbonos. Contienen un anillo ciclopentano, una cadena lateral de 7 carbonos con
un grupo funcional carboxilo y, una cadena lateral de 8 carbonos con un metilo
terminal. Este esqueleto basico es conocido como acido prostandico. (Hashimoto,
2003 y Dewick, 2007).

Sorprendentemente, la acumulacibn de estos prostanoides en corales es
comparable con las hormonas de los mamiferos. Los roles fisiolégicos y la
necesidad de otros prostanoides como la prostaglandina A, son desconocidos
(Hashimoto, 2003), sin embargo, Yun—Shen y col. (2008) propusieron que los
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prostanoides constituyen, probablemente, una defensa quimica contra los
depredadores (Yun—-Sheng y col., 2008).

Actualmente, los prostanoides marinos han atraido la atencion debido a sus
estructuras novedosas y su actividad antitumoral (lguchi y col., 1995; Iwashima y
col., 1997; lwashima y col., 1999; Rocha y col., 2011). Varios tipos de prostanoides,
incluidas las prostaglandinas, clavulonas y punaglandinas, han sido detectadas en
algunas especies de corales blandos del género Clavularia (Watanabe y col., 1996;
Watanabe y col., 2001; Iwashima y col., 2002; Duh y col., 2002; Shen y col., 2004).
Yun-Sheng y col. (2008) han analizado el octocoral Clavularia viridis, y encontraron
cinco prostanoides a los que llamaron acidos claviridicos A al E. Para estudiar las
actividades bioldgicas de estos prostanoides marinos, se evalué el efecto inhibidor
sobre la proliferacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
inducida por fitohemaglutinina (PHA) y la actividad citotoxica contra células
gastricas humanas cancerosas (AGS). Estos investigadores concluyeron que todas
las moléculas presentaban actividad biolégica, pero el acido claviridico A (Figura
11) fue el compuesto con los mejores resultados en ambos ensayos (Yun—Sheng y
col., 2008).

o\\ _ _ CO,H
CHj

AcO
Figura 11. Estructura del &cido claviridico A.

En 2010, Ya Ching y col., estudiaron la misma especie de octocoral y obtuvieron
cuatro nuevos prostanoides, las clarividinas A a D. Ellos probaron la actividad
citotoxica de estos cuatro compuestos en lineas celulares de hepatoma humano
(Hep2), meduloblastoma (Doay), adenocarcinoma de colon (WiDr) y carcinoma
epitelial cervical (HelLa); encontrando que todos los compuestos presentan una
potente actividad citotoxica para las 4 lineas celulares humanas de cancer, pero

gue las clarividinas A y B presentaban una citotoxicidad mas potente contra la linea
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celular Hep2 y la clarividina A era méas potente que el quimioterapéutico estandar,
la camptotecina (CPT) (Ya—Ching, 2010).

Las prostaglandinas son un grupo de acidos grasos modificados de 20 carbonos:

8,11,14 5,8,11,14
A - A -

acido eicosatriendico (acido dihomo—y-linolénico), acido
eicosatetraendico (acido araquidénico) y acido A>®M1*417_gjcosapentaensico

(Honday col., 1987; Bader y col., 1991).

Como los prostanoides, diversas prostaglandinas han demostrado tener actividades
farmacoldgicas antivirales, anti—inflamatorias y antitumorales. Hoy en dia, es bien
sabido que estos compuestos a concentraciones tipo hormona pueden regular la
presidbn sanguinea, la contractilidad de mdusculo liso, la secrecidon gastrica, la
lipdlisis de &cidos grasos y la agregacién plaquetaria. Su potencial como farmacos
es extremadamente alto (Dewick, 2007); inclusive ya se usan como tratamiento de
la infertilidad como agentes oxitécicos, en terapias gastricas y cardiovasculares y
como broncodilatadores. Un ejemplo de ello, es el uso de la prostaciclina, en la
prevencion de la coagulacion en operaciones de bypass cardiopulmonar; para
proteger la mucosa estomacal contra Ulceras en los casos de reflujo y como anti—

inflamatorio no esteroideo en artritis (Rowley y col., 2005).

En los cnidarios, Plexaura homomalla (clase Anthozoa) es una fuente natural rica
en prostaglandinas, en la cual se han encontrado la 15-R-PGAZ2, sus derivados
metil-acetato y metil éster (Weinheimer y Spraggins, 1969), ademas de su
enantiomero 15-S—PGA2; los cuales representan de un 0.2 a un 1.3 % del peso
seco del organismo (Schneider y col., 1972). Estas moléculas han resultado ser de
gran valor farmacéutico como agentes terapéuticos hipotensivos y como relajantes

del sistema nervioso central (Valmsen y col., 2001).

En 2006, Han y col. aislaron dos prostaglandinas del zoantido Palythoa kochii:
PGA2 y PGB2. Observaron que la actividad de la PGA2 aislada era similar a los
agentes estabilizadores de microtubulos, como lo son el taxol y la epotilona A.

PGA2 estimula la polimerizacion de la tubulina, por lo que se sugiere que la
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estructura y la orientacion del momento dipolar del anillo ciclopentenona juegan un

papel importante en esta actividad (Han, y col., 2001).

Como ya se ha mencionado, los venenos de los cnidarios son una mezcla compleja
de sustancias. Algunos compuestos como son la congestina, talasina, equinatoxina,
hipnotoxina y palitoxina, han sido detectados en ellos. El dltimo compuesto, la
palitoxina (obtenido de especies del género Palythoa), ha sido referido como un
potente estimulador de la liberacion de prostaglandinas. Algunos venenos de otras
especies de cnidarios, tales como Physalia physalis (Loredo y col.,, 1985),
Carybdea rastonii (Nagase y col., 1987) y Actinia equina (Ho y col., 1987), tienen el

mismo efecto.
1.5.3.3 Alcaloides

Los alcaloides son raramente encontrados en cnidarios, sin embargo, se han
encontrado de manera muy restringida en los organismos del orden Zoantharia.
Estos organismos producen dos tipos de alcaloides: una clase Unica de aminas
heteroatbmicas conocidas colectivamente como zoantoxantinas, responsables de
su brillante pigmentacion; y los alcaloides tipo zoantamina, con un esqueleto

original identificado principalmente en el género Zoanthus (Daranas y col., 2000).

Las zoantoxantinas son sustancias fluorescentes amarillas que emanan
exclusivamente de colonias grandes de los géneros Epizoanthus y Zoanthus, del
orden Zoantharia. Sus moléculas pueden contener alrededor de tres tipos de
esqueletos bésicos: 3H-zoantoxantina, 3H-pseudozoantoxantina y 4H-
pseudozoantoxantina (Jiménez y Crews, 1993). En 1995, Turk y col., obtuvieron un
extracto etandlico del coral Parazoanthus axinellae, el cual fue letal en ratones y
cangrejos y exhibi6 actividad de anticolinesterasa. El aislamiento de varios
inhibidores de acetilcolinesterasa (AChE) fue hecho con ayuda de RP-HPLC. El
mas abundante de los inhibidores presentes en el extracto, fue identificado como
pseudozoantoxantina 0 un compuesto casi idéntico que pertenece a las series
guimicamente bien caracterizadas de tetraciclopentazuleno, pigmentos naturales

de los géneros Parazoanthus, Epizoanthus, Zoanthus y Palythoa (Turk y col.,

20



1995). A partir de este compuesto, se obtuvieron analogos estructurales por
sintesis quimica y se encontré que la actividad anticolinesterasa prevalecia (Turk y
col., 1995; Sepci¢ y col., 1998; Da Rocha, 2013).

El primer alcaloide tipo zoantamina en ser aislado fue la zoantamina 1, aislada por
Faulkner y col., en 1984 de una colonia no identificada de zoantidos (Zoanthus
spp.) colectados en la costa de Visakhapatnam, en India. Fue el primer miembro de

esta nueva clase de alcaloides (Behenna y col., 2008).

En 1995, Uemura y col., identificaron 5 nuevos tipos de zoantaminas de especies
de Zoanthus colectadas en las costa Ayamaru de las islas Amami en el sur de
Japon: norzoantamina, norzoantaminona, oxizoantamina, cicloantamina y
epinorzoantamina; los cuales presentaron actividad citotoxica contra células de
leucemia murina P388, siendo la norzoantaminona y la oxizoantamina, las mas
potentes (Fukuzawa y col., 1995). Mas tarde, se encontré que la norzoantamina era
un candidato prometedor para la prevencién de osteoporosis, debido a que es un
inhibidor de la IL-6, que estimula la formacion de osteoclastos y por lo tanto la
resorcion ésea. La inhibicién de esta citoquina por la norzoantamina podria ofrecer

un efectivo farmaco contra este padecimiento (Kuramoto y col., 2004).

O

Figura 12. Estructura de la norzoantamina.
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En 2003, se evaluaron 10 alcaloides tipo zoantamina obtenidos a partir de dos
zoantidos marinos: Zoanthus nymphaeus y Zoanthus sp., ademas de un derivado
semisintético. Se encontré que la 11-hidroxizoantamina y el derivado sintético de la
norzoantamina mostraron una potente inhibicion de trombina, colageno y de la
agregacion plaquetaria inducida por acido araquidonico; el zoantenol mostré una
capacidad de inhibicion selectiva inducida por coladgeno, mientras que la
zoantaminona se comportdé con un potente agente agregante de plaquetas. Estas
evaluaciones permitieron deducir diversas relaciones estructura—actividad e incluso
sugerir algunos mecanismos de accién para este tipo de compuestos (Villar y col.,
2003).

Méas recientemente, se reportd el aislamiento y caracterizaciébn estructural de
nuevas clases de alcaloides, las parazoantinas A a E, que se encuentran como
constituyentes mayoritarios de la anémona Parazoanthus axinellae, procedente del
Mar Mediterraneo. Esta familia de alcaloides representa el primer ejemplo de
hidantoinas naturales 3,5-disustituidas que no exhiben un metilo en la posicién
N-3. Todos los compuestos presentaron actividad antitumoral contra las lineas
celulares MDA-MB-231, HT-29 y A-549, asi como actividad antimalarica FcB1
(Cachet y col., 2009).

1.5.3.4 Esteroides

Los esteroides son derivados del nudcleo ciclopentano—perhidro—fenantreno o
nacleo esterano. Estan compuestos por carbono e hidrégeno formando 4 anillos
unidos entre si y, presentan modificaciones estructurales que consisten en la
presencia de diferentes grupos funcionales tales como carbonilos, hidroxilos o

cadenas hidrocarbonadas (Shin y col., 1996).

Los cnidarios poseen complejas mezclas de A°—esteroles, sin embargo,
aparentemente, no son capaces de biosintetizar esteroles, por lo que el colesterol
debe ser obtenido por acumulacién especifica de la dieta o por desalquilacién de
los 24-alquil-esteroles. Los octocorales (clase Anthozoa) tienen cantidades muy

altas de 24—metil y 24—metilen esteroles, asi como grupos CH,OH-y CHO- en la
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posicion 28, que pueden ser intermediarios de la 24—desalquilacion. El gorgosterol,
descubierto en 1943 en Plexaura flexuosa, tiene una cadena con un ciclopropano a
diferencia del colesterol, que tiene una cadena lineal ramificada; este es el esterol
predominante en corales blandos del orden Gorgonacea, pero sélo en aquellos
cnidarios que albergan dinoflagelados simbiontes de la familia Zooxanthellae. Sin
embargo, los dinoflagelados aislados no producen gorgosterol, pero si 4—metil
esteroles; es posible que el 4a—metil-50—gorgosterol sea un precursor del
gorgosterol. Varios esteroles poli—hidroxilados han sido aislados de las especies de
las ordenes Gorgonacea y Alcyonacea, ademas de otros cnidarios; algunos
ejemplos de ello incluyen: la Hipurina | de Isis hippuris, el 24—metilcolestanpentol
con el inusual grupo 22—-hidroxilo de Asterospicularia randalli. Los 5a, 8a—epidioxi
esteroles, conocidos por estar presentes en otros invertebrados, han sido
encontrados en la anémona marina Metridium snile. Los esteroides con menos de
27 atomos de carbono han sido ocasionalmente encontrados en los cnidarios,
ejemplo de estos es el 4cido 20—epicolanico, que se encuentran en la pluma de mar
Ptilosarcus gurneyi, los 3—cetopregnanos se encuentran en varios corales blandos
y un polihidroxiandrostano, presente en Sarcophyton glaucum. Cinco pregnanos
con arabinosa o xilosa han sido descritos en los corales blandos del género
Alcyonium (Ulrich, 1994).

Algunos esteroides con propiedades farmacolégicas han sido aislados de corales
blandos, como es la hipurina aislada de Alcyonium graccilum (Shin y col., 1996),
gue es utilizada en el tratamiento de infecciones urinarias. En el coral blando
Clavularia viridis, Duh y col. encontraron las estoloniferonas H, I, J, K, L, M, N, O, P,
Q; estos 10 compuestos poseen actividad citotoxica en las lineas celulares P-388,
de leucemia murina, y HT-29, de adenocarcinoma de colon humano grado Il (Duh 'y
col., 2007). Otros ejemplos son cuatro esteroides anti—inflamatorios obtenidos a
partir del extracto de diclorometano del mismo coral: las estoloniferonas R, S, Ty el
(25S)—24—metilencolestano—3p,5a,6p—-triol-26—acetato (Chin—Hsiang y col., 2008).
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Figura 13. Estructura de la estoloniferona J.

Adicionalmente, otros esteroides con posible actividad farmacolégica han sido
aislados de especies de Sinularia spp., los esteroles (22R,23R,24R)-5a,80—
epidioxi—22,23—-metilen—24—methylcholest-6—en—3p3-ol, el numersterol A y la
pregnenolona, a los cuales se les ha demostrado una alta toxicidad para varios
tipos tumorales (Jyh—Horng y col., 2000). Asi también, se encontré que la 18—
acetoxipregna—1,4,20-trien—3—-ona obtenida por modificacion de un aislado de
Carioja riisei, mostré actividad antiprotozoaria contra Leishmania chagasi y

Trypanosoma cruzi (Quero y col., 2008).
1.5.3.5 Poliéteres: La palitoxina

El metabolito secundario con efectos letales de mayor potencia que se ha
encontrado en los cnidarios es la palitoxina, un poliéter de estructura compleja con
64 centros quirales, que posee una parte hidrofilica y una lipofilica y un peso
molecular de 2680 Da. Esta molécula tiene la capacidad de unirse selectivamente a
la bomba Na,K-ATPasa. Esta toxina convierte a la bomba en un canal i6nico, por lo
que produce un eflujo de K y un influjp de Na®, dando como resultado la
despolarizaciéon de la membrana. La palitoxina afecta todas las células sobre las
que se ha estudiado, por lo que se le han encontrado diversas actividades
biolégicas (Wu, 2009). Esta molécula ha cobrado cada vez mas importancia debido
a que su presencia en alimentos de origen marino constituye un problema de salud
publica, ya que es responsable de numerosos casos de intoxicacion y muerte en

humanos (Tubaro y col.,, 2011). Algunos de los sintomas que presentan las
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personas intoxicadas por el consumo accidental de la palitoxina son: mareo,
nauseas, cansancio, sabor metalico, diarrea y vomito. Dos horas después de la
ingestion se observan mialgia, respiracion entrecortada, convulsiones, fallo renal,
mioglobinuria, elevacion de la creatinin fosfoquinasa sérica (Alcala y col., 1988;
Noguchi y col., 1987; Onuma y col., 1999). Esta toxina se encuentra principalmente
en corales blandos del género Palythoa. Ademas de los cnidarios, la palitoxina se
ha encontrado en otras especies marinas, como en los dinoflagelados de forma
libre pertenecientes al género Ostreopsis, en gusanos poliquetos, cangrejos y
peces (Wu, 2009).

Figura 14. Estructura quimica de la palitoxina.

1.6 El género Millepora

Existen semejanzas biologicas importantes entre las especies del género Millepora
(phylum Cnidaria, clase Hydrozoa) y los corales escleractinios. Ambos grupos
presentan un tipo de alimentacion heterotréfica, ademas de poseer nutricion

autétrofa por su relacion simbidtica con algas fotosintéticas del género
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Symbiodinium. Adicionalmente, sus procesos de reproduccion son similares, ya que

pueden reproducirse asexual y sexualmente (Lewis, 2006).

Los hidrocorales del género Millepora son los segundos organismos formadores de
arrecifes coralinos mas abundantes de todo el mundo. Son comunmente conocidos
como “corales de fuego”, debido a su capacidad de provocar en los humanos
lesiones dolorosas, al contacto con la piel, similares a quemaduras que incluyen

escozor, eritema y formacion de ampollas (Sagi y col., 1987; Bianchini y col., 1988).

Las especies de este género forman colonias de pdlipos que producen esqueletos
de carbonato de calcio. Actualmente se conocen 13 especies. Estos hidrocorales
producen esqueletos morfolégicamente complejos con diversas formas de
crecimiento que varian de finas cupulas de ramificacidbn a robustas estructuras
laminares, como se muestra en la Figura 15. Las caracteristicas morfologicas de los
organismos del género Millepora se ven directamente afectadas por el ambiente, de
tal manera que las especies con formas solidas son mas comunes en zonas de
arrecifes en donde existe movimiento turbulento del agua, mientras que las formas
delgadas y ramificadas suelen habitar en aguas tranquilas (Davies y Montaggioni,
1985). Estos cambios morfolégicos inducidos por el ambiente, son evidenciados en
dos especies que son componentes regulares de los arrecifes coralinos del Caribe
Mexicano: Millepora alcicornis y Millepora complanata, las cuales exhiben
diferentes formas de crecimiento (Lewis, 2006). M. alcicornis presenta un patron
caracteristico de crecimiento en ramas, que asemeja la cornamenta de un alce,

mientras que M. complanata crece a manera de placas verticales.

Como se ha mencionado anteriormente, los corales saludables estdn compuestos
de dos capas celulares, la epidermis y la gastrodermis, cubierta por una capa
mucoide y conectadas a lo largo, por un esqueleto poroso de carbonato de calcio.
Estas estructuras interactuan también con diversas formas de vida microbiana y el
coral holobionte contiene formas representativas de los 3 dominios: Bacteria,

Archaea y Eukarya, asi como también numerosos virus (Rosenberg y col., 2007).
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Figura 15. Ejemplos de especies saludables del género Millepora. A) M.
complanata y B) M. alcicornis.

1.7 Simbiosis Millepora—Symbiodinium

En 1883 Karl Brandt reporté que algunos corales duros estaban asociados con
algas microscopicas intracelulares, que subsecuentemente fueron identificadas
como dinoflagelados (Rosenberg y col., 2007). Estas algas fueron cultivadas por
primera vez en 1950, resultando de esto, el descubrimiento del nuevo género
Symbiodinium (Taylor, 1974). Evidencias moleculares han demostrado que el
género Symbiodinium es excepcionalmente diverso y contiene mudltiples taxa
(Pawlowski y col., 2001; Pochon y col., 2001; Baker, 2003; Baker, 2004). Al igual
gue muchos de los corales escleractinios, anémonas de mar y otros animales
marinos bentoénicos, los hidrocorales del género Millepora viven en simbiosis con
algas fotosintéticas dinoflageladas del género Symbiodinium, conocidas
comunmente como zooxantelas (Banaszak y col., 2003). Se ha establecido que el
momento en que inicia la simbiosis es en el estadio juvenil del pdlipo, el cual puede
adquirir a las algas del género Symbiodinium por aceptacién o por transmision
horizontal. Cabe mencionar que esta simbiosis solo se lleva a cabo en condiciones
no estresantes de temperatura, luz, salinidad y pH adecuados; cualquier alteracién
de estas condiciones afecta la simbiosis de los dos organismos (Abrego y col.,
2012).
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La funcién mas importante que llevan a cabo las zooxantelas, es que proveen a sus
huéspedes de la mayor parte de la energia que requieren los cnidarios por la
transferencia de la mayoria de su carbono fijado fotosintéticamente (Fallowski y
col.,, 1984; Muscatine, 1990). Otras funciones de las algas, son la calcificacion
dependiente de la luz (Edmunds, 1999) y la produccién de grandes cantidades de
oxigeno molecular que permite una eficiente respiracion por parte del hospedero.
Ademas, la alta concentracion de oxigeno (> 200% de saturacion (Kuhl y col.,
1995)) resulta en la formacion de radicales de oxigeno, los cuales proveen un
sistema efectivo contra infecciones (Banin y col., 2003). Todos estos beneficios que
les otorgan las zooxantelas a los cnidarios, los realizan a cambio de nitrdgeno
inorganico, fésforo y carbono, ademas de un medio ambiente iluminado y un refugio
contra la herbivoria (Rosenberg y col., 2007; Venn y col., 2008; Yellowless y col.,
2008).

Las células de las zooxantelas presentan una coloracién café dorada debido a la
presencia de pigmentos fotosintéticos en sus cloroplastos: clorofila a y c,
betacaroteno y diversos tipos de xantofilas. Dado que los corales e hidrocorales
tienen la capacidad de almacenar millones de zooxantelas por centimetro cuadrado
en sus tejidos, ellos también presentan una coloraciéon semejante (Curtis y col.,
2007).

1.8 Clasificacion taxonémica de Millepora alcicornis

Las especies del género Millepora se encuentran clasificadas como hidrozoos
polipoidales que habitan en colonias de hasta dos metros de didmetro. Poseen la
capacidad de secretar un esqueleto calcareo interno incrustante o vertical, cuyo
tamafio suele ser considerable (Lewis, 2006). Dentro de este género se encuentran
especies tales como M. dichotoma, M. braziliensis, M. intricata, M. squarrosa, M.
complanata y M. alcicornis, entre otras (Schuchert, 2012). Las tres Gltimas especies
cobran importancia para México, pues son las que se encuentran distribuidas a lo

largo de los mares de Veracruz, Campeche y el Caribe; siendo M. alcicornis, la mas

28



abundante de las tres (Beltran y Carricat, 1999). La clasificacién taxonomica de M.

alcicornis es la siguiente:

Dominio:  Eukarya

Reino: Animalia

Phylum: Cnidaria

Clase: Hydrozoa

Subclase: Hydroidolina

Orden: Anthoathecata

Suborden: Capitata

Familia: Milleporidae

Género: Millepora

Especie:  Millepora alcicornis
(Schuchert, 2012)

1.9 Caracteristicas morfolégicas de las especies del género Millepora

Algunas caracteristicas que justifican la clasificacién de las especies del género
Millepora dentro de la clase Hydrozoa, se enlistan a continuacion.

e La superficie del esqueleto calcareo de las especies de Millepora se encuentra
perforada por multiples poros microscopicos (0.1 a 0.3 mm de diametro), de ahi

la nomenclatura cientifica del género (Millepora, mil poros) (Daly y col., 2007).

e La morfologia de los poélipos de las especies de Millepora esta estrechamente
relacionada con la de las hidras, en las que la cavidad gastrovascular no esta
dividida por septos internos. Los hidrocorales del género Millepora tienen un
complejo nivel de organizacion de colonias formadas por zooides polimorficos,
gue incluyen: gastrozoides, dactylozooides y gonéforos. El primer grupo
comprende pélipos cortos y robustos que llevan a cabo una funcién digestiva y
poseen una cavidad bucal rodeada de cuatro a siete tentaculos cortos. Los
dactylozooides, que desempefian un papel defensivo, son pdlipos largos y

delgados que poseen tentaculos dispersos y carecen de cavidad oral. Por otro
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lado, los gonéforos son pélipos reproductivos que surgen a partir de un sistema
de canales internos de ramificacion de una forma arborescente (Schuchert,
2009).

Tanto los corales escleractinios, como los hidrocorales obtienen carbono a
través de la alimentacion heterdtrofa a base de zooplancton. Sin embargo, las
especies de Millepora tienen una tasa mas lenta de digestion, tal vez debido al

menor tamafio de sus pélipos (Lewis, 1992).

Finalmente, dos tipos morfolégicos de nematocistos se reconocen en los
hidrocorales de este género: macrobasicos mastigoforos (Figura 16) vy
estendteles (Figura 17). Los estendteles se encuentran exclusivamente en la
clase Hydrozoa (Chapman y Tilney, 1959; Ostman, 2000) y los macrobasicos
mastigoforos son un tipo de nematocistos caracteristicos y unicos de los

organismos del género Millepora (Weill, 1934; Schuchert, 2009).
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Figura 16. Nematocisto macrobasico mastigéforo. A) Diagrama y B) Microscopia

electrénica de barrido del nematocisto descargado de M. complanata, que
muestra la longitud del tubulo extendido (Rojas y col., 2012).
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Figura 17. Nematocisto tipo estendételes. A) Diagrama y B) Microscopia
electronica de barrido del nematocisto descargado de M. complanata (Rojas y
col., 2012).

1.10 Efectos locales y sistémicos provocados por las toxinas de las especies del

género Millepora en los seres humanos

Es un hecho bien documentado que los nematocistos de las especies del género
Millepora pueden perforar la piel humana para inyectar sus toxinas y producir
lesiones graves en la piel. Por esta razon, estos organismos se conocen
comunmente como "corales de fuego”. Los sintomas locales habituales incluyen:
dolor intenso, ardor, eritema, papulas, vesiculas pustulosas, hemorragias e incluso
lesiones ulcero—necrotizantes (Bianchini y col.,, 1988; Sagi y col., 1987). Los
sintomas sistémicos comprenden fiebre, nauseas, vomitos, dolor abdominal,
dificultad respiratoria, falla renal, sindrome nefritico y edema pulmonar (Bianchini y
col., 1988; Moats, 1992; Prasad y col., 2006). En la actualidad, no existe un

tratamiento adecuado para curar las lesiones graves de la piel humana causadas
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por los "corales de fuego". Por lo general, cuando las lesiones son menores, éstas
son tratadas con vinagre (para evitar la liberacion del contenido de los
nematocistos) y posteriormente con hielo, con lo que el dolor disminuye lentamente
y la lesién local, que se mantiene durante un periodo de 1-2 semanas, se cura
poco a poco (Coleman, 2008). Sin embargo, existen casos reportados de toxicidad
sistémica provocada por especies de este género en humanos. Por ejemplo, se
document6 un caso de neuropatia toracica asociada con el contacto con un "coral
de fuego” (Moats, 1992). Asimismo, se han reportado casos de letalidad con
hemolisis en ratones causados por M. platyphylla y M. dichotoma (Shiomi y col.,
1989).

1.11 Estudios bioquimicos y toxinologicos realizados sobre especies del género

Millepora

Los primeros estudios realizados sobre las toxinas sintetizadas por las especies del
género Millepora datan de hace mas de cuarenta afios. En dichos estudios se
encontrd que los extractos crudos de M. tenera y M. alcicornis indujeron efectos
hemoliticos y dermonecréticos y son muy téxicos en ratones, cuando se
administraron por via intravenosa, causando disnea, convulsiones y muerte. Las
dosis letales medias (DLso) calculadas para los extractos de M. alcicornis y M.
tenera fueron 550 y 330 mg proteina/kg de peso corporal, respectivamente
(Middlebrook y col., 1971; Wittle y col., 1971; Wittle y col., 1974). Las actividades
hemoliticas, dermonecréticas y letales de estos extractos se bloguearon
completamente después de una incubacién a 60 °C por 15 min, lo que sugirié que
las toxinas responsables de los efectos téxicos eran proteinas termolabiles.
Posteriormente, el extracto de M. alcicornis fue sometido a sucesivas
cromatografias en DEAE—celulosa y Sephadex G-100, lo cual permitié purificar
parcialmente una proteina con un peso molecular aproximado de 100 kDa y una
actividad téxica 14 veces mayor que la del extracto original (Wittle y col., 1971). Por
otra parte, el fraccionamiento cromatografico en DEAE—celulosa del extracto de M.
tenera permitié purificar parcialmente una fraccion proteica 8 veces mas activa que

el extracto original (Middlebrook et at., 1971). Unos afios mas tarde, se reporto un
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estudio en donde se encontré que las toxinas que se purificaron parcialmente a
partir de los extractos de ambos hidrocorales también se encontraban presentes en
sus nematocistos (Wittle y col., 1974). En otro estudio, se encontré que el extracto
de M. tenera presentaba actividad hemolitica sobre eritrocitos de rata e inducia
dermonecrosis en ratones y conejos inyectados con el extracto por via intradérmica
(Wittle y col., 1974).

En un estudio realizado sobre M. dichotoma y M. platyphylla, hidrocorales comunes
en las costas del Mar Rojo, se encontré que los extractos de los nematocistos de
estos organismos presentaron toxicidad en ratones al inyectarlos por via
intravenosa. Ademas, se encontr6 que ambos extractos presentaron actividad
dermonecrética y vasopermeable cuando se inyectaron en ratones, por via
subcutdnea. También se encontré que los dos extractos presentaron actividad
hemolitica sobre eritrocitos humanos a concentraciones de 20 a 200 pg de
proteina/ml. La actividad hemolitica de ambos extractos se inhibié parcialmente por
la presencia de fostatidilcolina, fosfatidilserina o dihidrocolesterol, siendo mas
notable la actividad inhibitoria de este ultimo (Radwan y Aboul-Dahab, 2004).

En un estudio reciente, se purificé una citotoxina de 18 kDa a partir de un extracto
de nematocistos de M. dichotoma. Esta toxina, denominada MCTx-1, presento
toxicidad sobre células leucémicas de raton L1210 (CEsp = 79 ng/ml), induce
hemaglutinacion en una suspension de 0.8 % de eritrocitos de oveja (0.2 ug de
proteina/ml) y fue letal al administrarse en cangrejos (DLso = 106 pg/kg) (lguchi y
col., 2008).

Por otra parte, los primeros estudios realizados por Rojas y col. (2002) e Ibarra y
col. (2007) sobre M. complanata, un hidrocoral que se encuentra comunmente en
los arrecifes del Caribe Mexicano, demostraron que el extracto acuoso de este
cnidario produce una estimulacion, dependiente de la concentracion, en el tono del
musculo liso arterial de rata y en las contracciones espontaneas del ileon aislado
de cobayo, ademas presenta actividad hemolitica y de PLA,. A partir del

fraccionamiento del extracto de M. complanata, mediante cromatografia en fase
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reversa, se obtuvieron dos fracciones cromatograficas con efecto vasoconstrictor
significativo. Una de estas fracciones con actividad vasoconstrictora contenia como
componente mayoritario una proteina de aproximadamente 15 kDa, mientras que la
otra fraccion vasoconstrictora contenia una proteina de 17 kDa como componente
mayoritario. Ademas, se obtuvo una fraccion hemolitica, cuyo componente
mayoritario era una proteina de 30 kDa. En este mismo estudio, se demostro que la
vasoconstriccién provocada por el extracto de M. complanata era causada por el
aumento del influjo de Ca*" extracelular y la liberacién de Ca?* de las reservas
intracelulares (lbarra y col.,, 2007). Mas tarde, se evalué el extracto de M.
complanata incubado por 20 minutos en un bafio de agua hirviendo, como era de
esperarse para las toxinas proteinaceas, tanto el efecto hemolitico como el de PLA;
fueron abolidos, mientras que los efectos en arteria e ileon disminuyeron, pero no
fueron completamente bloqueados, lo que indica que estos efectos no eran
provocados exclusivamente por compuestos termolabiles, sino también por
compuestos termoestables (Garcia y col.,, 2011). En este mismo estudio se
encontré que la administraciéon intravenosa del extracto no desnaturalizado inducia
violentas convulsiones y muerte en ratones en un minuto a una dosis de 4.62 ug de
proteina/g de peso corporal. Dosis mas pequefias produjeron dafio histolégico en
rifiones y pulmones, atribuibles a la presencia de citolisinas. Los dafios histologicos
fueron completamente eliminados después de la incubacion del extracto en
condiciones desnaturalizantes. Inesperadamente, el extracto desnaturalizado
conservd su efecto letal. Estos resultados sugieren que el extracto de M.
complanata contiene hemolisinas que pueden ser responsables de los cambios
histopatolégicos en rifiones y pulmones. Es probable que este tipo de citolisinas
estén relacionadas con la toxicidad sistémica provocada por el envenenamiento
con Millepora spp., produciendo sintomas que incluyen sindrome nefritico, falla
renal aguda y edema pulmonar. Asimismo se puso en evidencia el hecho de que el
veneno de M. complanata contiene otras toxinas termoestables no identificadas,
posiblemente metabolitos secundarios que son los responsables de los efectos

letales en ratones (Rojas y col., 2012).
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1.12 Blanqueamiento de las especies del género Millepora

Las especies del género Millepora representan los segundos organismos
formadores de arrecifes mas importantes, después de los corales duros
escleractinios de la clase Anthozoa, por lo que desempefian un papel muy
importante en la ecologia marina (Lewis, 2006). Particularmente, las especies M.
complanata y M. alcicornis se encuentran ampliamente distribuidas en arrecifes de

coral del Caribe mexicano.

En las ultimas décadas los arrecifes de coral han sufrido un grave deterioro debido
a una serie de perturbaciones naturales y antropogénicas. Las especies de
Millepora responden a estos eventos de una manera similar a los corales
escleractinios (Banaszak y col., 2003). Una sefal comln de estas perturbaciones
es el blanqueamiento, que puede ser definido como la pérdida de las zooxantelas
simbiontes y sus pigmentos fotosintéticos, es decir, una disfuncién en la simbiosis
cnidario—Symbiodinium (Douglas, 2003). De este modo, durante el fenbmeno del
blanqueamiento se pierde la pigmentacion normal de los tejidos de los corales e
hidrocorales, resaltando el color blanco del exoesqueleto de carbonato de calcio
(Figura 18) (Lesser, 2006).

Figura 18. Imagenes subacuaticas de especies de Millepora blanqueadas
naturalmente en arrecifes de coral en el Caribe Mexicano. A) M. complanata y B) M.
alcicornis (Rojas y col., 2012).
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El blanqueamiento puede ser desencadenado por multiples factores como son: 1)
expulsion de las algas simbiontes del huésped, 2) pérdida de los pigmentos
fotosintéticos de las algas o 3) dafio directo al tejido del huésped. En gran medida,
este fenomeno es el resultado del aumento de la temperatura en la superficie del
mar, asociado con el calentamiento global, en combinacién con la alta radiacion
solar. En cualquier caso, la pigmentacion normal del tejido coralino se pierde,
dejando expuesto el color blanquecino del esqueleto de carbonato de calcio
(Banaszak y col., 2003). Los corales se desarrollan y viven a una temperatura
determinada y estable y s6lo son capaces de tolerar aumentos de temperatura a
una razén de 0.2 a 1 °C por década. Con el incremento tan acelerado de la
temperatura en los ultimos afios, se estima que se habran perdido cerca de la mitad
de los arrecifes de corales en los proximos 20 o 40 afios (Donner y col., 2005;

Bellantuono y col., 2012).

Se ha documentado ampliamente que el blanqueamiento es perjudicial para los
arrecifes de coral y altera, de manera significativa, los procesos biolégicos y
ecolégicos que mantienen las comunidades de arrecifes (Lesser, 2006).
Desafortunadamente, este fenbmeno ha afectado gravemente a las especies de
Millepora. Se ha observado que la pérdida de sus zooxantelas simbiontes incluso
puede conducir a la muerte de estas especies (Banaszak y col., 2003; Lewis,
2006), afectando el equilibrio ecoldgico del arrecife completo. En observaciones
realizadas durante procesos de blangqueamiento, se ha encontrado que algunas
especies del género Millepora pueden sobrevivir hasta 4 semanas en ausencia de
sus zooxantelas simbiontes (Lewis 2006). Asimismo, se ha encontrado que los
cnidarios que llegan a recuperarse tras un periodo de blanqueamiento, muestran un
decremento en la velocidad de crecimiento y calcificacion (Coles y Brown, 2003),
ademas de que son mas susceptibles a padecer enfermedades (Rosenberg y col.,
2007).

Un fendbmeno importante de blanqueamiento de hidrocorales fue observado por
primera vez en 1982-1983 durante el fendmeno denominado “Oscilacién del Sur—

El Nifo”, lo que provocd una alta mortalidad en las colonias de M. platyphylla de los
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arrecifes de coral del Pacifico oriental (Weerdt y Glynn, 1991). Aparentemente, la
recuperacion de los hidrocorales es dependiente de la temperatura y la duracion del
evento de calentamiento del océano. En 1997, algunas colonias de M. alcicornis
ubicadas en la laguna del arrecife de Puerto Morelos (Caribe mexicano), que fueron
blanqueados por un aumento de 1.5 °C en la temperatura promedio del agua de
mar, se recuperaron completamente del blanqueamiento después de varias
semanas. Sin embargo, las mismas colonias sufrieron un dafio irreversible cuando
la temperatura del agua de mar se elevé hasta 3 °C por encima de la media
(Banaszak y col., 2003).

Algunos estudios realizados con dinoflagelados simbiontes en cultivo (Iglesias y
col., 1992) y en huéspedes (Warner y col., 1996) sugieren que la combinacioén de
altas temperaturas y radiaciones produce fotoinhibicion y dafio en los cloroplastos y
en el aparato fotosintético, mediante diferentes mecanismos que actidan en
conjunto para desencadenar el proceso de blanqueamiento. Esto ocasiona un dafio
irreversible en la proteina D1 de las zooxantelas, lo cual sobrepasa los mecanismos
normales de reparacion celular. Otro mecanismo implicado es la disminucion en la
fijacion de carbono (Jones y col.,, 1998). También se producen dafios en los
sistemas reductores, por lo que una alta produccion de electrones, reduce el O,
mediante la reaccién de Mehler generando multiples especies reactivas de oxigeno
(ROS) en los simbiontes.

Las ROS producen dafos celulares importantes, tales como oxidacion de las
membranas, desnaturalizacion de proteinas y dafio en acidos nucleicos (Lesser,
2006), dafando las células y dando como resultado final el blanqueamiento. A la
fecha, los mecanismos mediante los cuales los huéspedes eliminan a sus
zooxantelas simbiontes no se conocen completamente. Se han propuesto varias
hipotesis que involucran mecanismos como degradacion de los simbiontes in situ,

exocitosis y apoptosis, entre otros (Weis, 2008).

Actualmente, la necesidad de encontrar las bases genéticas de la resistencia a los

cambios al cambio climatico, se ha hecho cada vez méas importante. Existen
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multiples organismos capaces de llevar a cabo esta adaptacion de mejor manera,
uno de ellos es la levadura Saccharomyces cerevisiae, que lleva a cabo una
profusion de los agentes estresantes. Desafortunadamente, no sucede lo mismo
con la mayoria de los corales formadores de arrecifes, que constituyen un grupo de
especies excepcionalmente vulnerable al cambio climatico (Hoe|gh—-Guldberg,
1999); sin embargo, algunas especies de coral son capaces de resistir condiciones
severas de blanqueamiento (Jokiel y Coles, 1990; Oliver y Palumbi, 2011). A nivel
molecular, evidencias recientes sugieren que se lleva a cabo una regulacion
diferencial de la apoptosis, que puede ser esencial para la supervivencia post—
blanqueamiento. Alternativamente, la termotolerancia mejorada en otros
organismos marinos (por ejemplo, lapas intermareales, mejillones, pepinos de mar,
y anfipodos) se ha relacionado con una mayor expresion constitutiva de proteinas
de choque térmico (HSP) (Lesser et al, 2010; Bedulina y col., 2010; Dong y col.,
2010; Dong y col., 2008). Un creciente numero de estudios han demostrado que la
respuesta basica al estrés por calor en los corales, implica una amplia serie de
procesos celulares, similares a los de la levadura (Gasch y col., 2000). Estos
incluyen la induccién de las moléculas chaperonas (por ejemplo, HSPs) y enzimas
antioxidantes, asi como interrupcion de la homeostasis por Ca?*, reorganizacién del
citoesqueleto, y sefializacién de células alteradas y regulaciéon de la transcripcion.
Como resultado, las diferencias en la resistencia fisioldgica pueden ser causadas
por la regulacion de muchos procesos moleculares. De esta manera, la elucidacion
de los mecanismos por los cuales se recuperan estos corales sera de suma
importancia para ayudar a aquellos corales, que por medios naturales, no son

capaces de sobrevivir (Barshis y col., 2013).

Aunado a esto, el interés por descubrir el impacto de la ausencia de zooxantelas en
la sintesis de compuestos bioldgicamente activos sigue en incremento, pues
ademas de lo que ya se sabe de la influencia del blanqueamiento en cuestion
bioquimica o biolégica, se pretende establecer las bases de esta simbiosis y su
importancia para la sintesis de toxinas. Un estudio sobre las dos especies del

género Millepora mas abudantes en el Caribe Mexicano, realizado por Garcia—
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Arredondo y col., en 2011, revela que el blanqueamiento disminuye la actividad
hemolitica del extracto acuoso de M. alcicornis y M. complanata, sin embargo, no lo
elimina. Lo mismo sucede en la actividad de PLA, y efecto vasoconstrictor para el
extracto de M. complanata, mas no para el de M. alcicornis. De esto, Garcia—
Arredondo y col.,, concluyen que son los hidrocorales, y no las microalgas
simbiontes, las responsables de la sintesis de compuestos que presentan actividad
farmacolégica y toxicologica; sin  embargo, no existen otros estudios

complementarios que confirmen lo encontrado por nuestro grupo de investigacion.
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2. JUSTIFICACION

Los estudios toxicoldgicos, farmacoldgicos y quimicos realizados a la fecha sobre
las especies del género Millepora, indican que estos hidrocorales representan una
fuente potencial valiosa de nuevas moléculas bioactivas, ya que produce
compuestos con diferentes efectos toxicos y farmacoldgicos, entre los que se
incluyen moléculas termoestables. Actualmente, se desconoce, en gran medida, la
identidad de los compuestos responsables de estos efectos bioldgicos. Mas aun, se
desconoce la estructura primaria de las toxinas producidas por las especies del
género Millepora, y sélo se tiene una idea con relacion a su mecanismo de accion,
ya que los estudios bioquimicos y farmacoldogicos realizados sobre estos
hidrocorales solamente han permitido detectar la presencia de toxinas que inducen
letalidad en ratones, citolisinas que producen dafio en las membranas de
eritrocitos, células renales y pulmonares y toxinas que modifican la conductividad
ibnica membranal del musculo liso intestinal y arterial. A pesar de la alta incidencia
de lesiones tipo quemadura, causadas por especies del género Millepora, aun se
desconoce el procedimiento adecuado para tratarlas. De manera adicional, algunos
estudios han demostrado que las especies de Millepora, al igual que otros cnidarios
formadores de arrecifes, son muy vulnerables frente al fendmeno de
blanqueamiento originado por el calentamiento global de la Tierra. Existen
evidencias que indican que la pérdida de algas fotosintéticas simbiontes produce
varios efectos dafiinos en el desarrollo y supervivencia de los hidrocorales. Sin
embargo, a la fecha se desconoce el impacto que la ausencia de los simbiontes
tiene sobre la produccion de toxinas por parte de los cnidarios, ya que el
conocimiento actual sobre la participacion de la simbiosis en la sintesis de estas

toxinas es muy limitado.

Con base en estos antecedentes resulta cierto que es de suma importancia
continuar con el estudio bioguimico, farmacolégico y toxicologico de M. alcicornis y
analizar la influencia de las algas fotosintéticas simbiontes sobre la sintesis de
toxinas. No so6lo porque este organismo representa una fuente valiosa de

compuestos bioactivos que pueden constituir prototipos estructurales de
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compuestos Utiles para el desarrollo de farmacos o de herramientas de
investigacion, sino también porque el conocimiento de la estructura primaria de sus
toxinas y sus mecanismos de acciéon puede contribuir al disefio de terapias
adecuadas para tratar las lesiones ocasionadas por los hidrocorales del género
Millepora. Finalmente, los resultados derivados del estudio interdisciplinario de las
especies del género Millepora, unos de los organismos mas abundantes en los
arrecifes coralinos del Caribe Mexicano, ayudaran a tener una mayor comprension
de sus mecanismos de defensa, predacion, supervivencia y trascendencia
ecoldgica y seguramente, estos resultados seran de utilidad para disefiar

programas que faciliten su conservacion.
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3. HIPOTESIS

La ausencia de algas fotosintéticas simbiontes del género Symbiodinium no afecta

la sintesis de compuestos bioactivos en Millepora alcicornis (“coral de fuego”)
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4. OBJETIVOS

4.1 General

— Determinar el efecto del blanqueamiento provocado por el incremento térmico
sobre los efectos toxicologicos y farmacolégicos inducidos por el extracto
acuoso de Millepora alcicornis (“coral de fuego”).

4.2 Especificos

— Obtener especimenes de M. alcicornis e inducir su blanqueamiento de manera
experimental.

— Obtener el extracto acuoso de los especimenes blanqueados y normales de M.
alcicornis y determinar su concentracion de proteina.

— Determinar el efecto proteolitico de los extractos acuosos de M. alcicornis
blanqueada y normal.

— Evaluar la toxicidad sistémica del extracto acuoso de M. alcicornis blanqueada y
compararla con la del extracto acuoso de M. alcicornis normal.

— Determinar el efecto hemolitico de los extractos acuosos de M. alcicornis
blanqueada y normal.

— Determinar el efecto de los extractos acuosos de M. alcicornis normal y
blanqueada sobre la contractilidad del ileon aislado de cobayo.

— Determinar el perfil electroforético de los extractos acuosos de M. alcicornis en
condiciones normales y de blanqueamiento y de esta manera, seleccionar de
las proteinas caracteristicas de cada extracto.

— Obtener la secuencia parcial de las proteinas seleccionadas mediante un
analisis de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas.

— Comparar las secuencias obtenidas experimentalmente con las secuencias

contenidas en la base de datos del NCBI usando el algoritmo Blastp.
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5. METODOLOGIA

5.1 Materiales y Métodos

5.1.1. Recoleccion y transporte de los especimenes de M. alcicornis
5.1.1.1 Especimenes de M. alcicornis normal

Se recolectaron fragmentos del hidrocoral mediante inmersiones de buceo a
profundidades de 4 a 10 m en arrecifes de coral situados en el Parque Nacional
Arrecife de Puerto Morelos. Los trabajos de recoleccién se llevaron a cabo por
técnicos especializados de la Estacion Puerto Morelos del Instituto de Ciencias del
Mar y Limnologia de la UNAM. Una vez recolectado, el material se congelo, se
almacend en hielo seco y se transportd al Laboratorio de Investigacién Quimica y
Farmacoldgica de Productos Naturales de la Facultad de Quimica de la Universidad
Autonoma de Querétaro.

5.1.1.2 Induccién del blanqueamiento de los especimenes del hidrocoral

Las muestras se colectaron con cincel y martillo en la zona conocida como “La
Bocana Chica” del Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos en mayo de 2013.
Después de recolectarse, los fragmentos se transportaron a un acuario con flujo de
agua de mar y en la misma noche se anclaran individualmente a una base de
acrilico con plastilina. Después de esto, los fragmentos se separaron en dos
grupos, control y experimental, y se colocaran en dos estanques de 80 L montados
al aire libre con un flujo de agua de mar a temperatura ambiente (27 °C). Los

fragmentos se dejaron acondicionados en los estanques durante una semana.

Después del periodo de acondicionamiento, la temperatura del estanque con el
grupo experimental se elevd a una temperatura de 31 °C durante 9 dias y
posteriormente se elevé a 33 °C durante 4 dias mas para inducir el blanqueamiento
de los fragmentos. Por otro lado, el estanque con los grupos control se mantuvo a
una temperatura de 27 °C durante el tiempo que tardaron en blanquearse los

fragmentos del grupo experimental. Una vez que se observo el blanqueamiento del
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grupo experimental, los fragmentos de ambos grupos se desmontaron de sus
bases y se almacenaron a —70 °C. Posteriormente se prepararon los extractos

acuosos a partir de los fragmentos de ambos grupos.

5.1.2 Preparacion de los extractos acuosos de especimenes normales vy

blanqueados de M. alcicornis

La descarga de los nematocistos del hidrocoral se indujo mediante agitacion de los
fragmentos en agua desionizada (pH 7) durante 18 h a 4 °C. El extracto resultante,
se liofiliz6 y se almacend a —20 °C. Se prepar6 una solucion de extracto de 60 mg
de extracto/mL y se determind la concentracion de proteinas totales por el método
de Bradford (Bradford, 1976). Cada vez que se requirié extracto para los diferentes
estudios, los liofilizados se prepararon de la siguiente manera: cada liofilizado se
agitd en agua desionizada, a la concentracion deseada para cada ensayo (mg
proteina/ml) y antes de los mismos se homogeneizé el extracto con ayuda de

vortex.
5.1.3 Bioensayos

5.1.3.1 Determinacion de la actividad proteolitica de los extractos acuosos de M.

alcicornis normal y blanqueada.

Con la finalidad de observar si los extractos de M. alcicornis presentan enzimas con
actividad de proteasa se determinaron su actividad caseinolitica de acuerdo al
método de Murata y col. (1963) de la siguiente manera: 0.4 ml de solucién de
caseina (2% en 0.2 M de amortiguador Tris—HCI a un pH de 7.5) se incubaron con
diferentes concentraciones del extracto (10-100 pg) a 37 °C por 30 min. La
reaccion se detuvo agregando 1.5 ml de acido tricloroacético 0.44 M dejando asi en
reposo por 30 min. La mezcla se centrifugd a 1500 x g durante 15 min. Una alicuota
de 1 ml del sobrenadante se mezclé con 2.5 ml de carbonato de sodio 0.4 My 0.5
ml de reactivo de Folin diluido 1:2. El desarrollo de color se registré6 a 660 nm, una

unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima requerida
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para incrementar la absorbancia en 0.01 a 660 nm/h a 37 °C. La actividad

caseinolitica se expres6 en unidades por min por mg de proteina.

5.1.3.2 Evaluacion de la toxicidad sistémica aguda inducida por los extractos
acuosos del hidrocoral normal y blanqueado y determinacion de la dosis letal media
(DL50).

Se evaluo la actividad letal del extracto de M. alcicornis normal en ratones mediante
inyeccion en la vena caudal a diferentes dosis de proteina (0, 3, 6, 12, 17, 24 y 48
Mg de proteina/g de peso corporal) y de M. alcicornis blanqueada a las dosis de
proteina: 0, 6, 17 y 48 ug de proteina/g de peso corporal. Cada dosis de proteina se
disolvio en 200 ul de solucién salina fisiolégica esterilizada (NaCl al 0.9%). Las
muertes que ocurrieron durante las primeras 24 horas después de la administracion
del extracto fueron registradas para calcular la dosis letal media (DLso) utilizando el
método de Lorke (1983). Los ratones sobrevivientes, incluyendo a los controles a
los que se les administr6 solamente la solucién salina, se observaron por un

periodo de 24 horas antes de ser sacrificados por dislocacion cervical.

Tanto a los animales que murieron por la administracién del extracto, como a los
gue fueron sacrificados por dislocacion cervical a las 24 horas de la administracién,
se les extrajeron inmediatamente los siguientes érganos: pulmon, rifidn, higado y
cerebro. Estos 6rganos, una vez extraidos, se fijaron en una solucion de formol al
10 %V/V durante 2 a 3 dias a 4 °C. Las muestras de los diferentes tejidos se
deshidrataron con alcohol etilico, utilizando concentraciones graduales de alcohol
etilico en agua (70, 80, 90, 96%), para después embeberlas en parafina. Se
realizaron cortes de 5 a 6 ym mediante un microtomo, los cuales se tefiieron
mediante la técnica de hematoxilina—eosina para ser examinados con un

microscopio de luz.
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5.1.3.3 Determinacion de la actividad hemolitica de los extractos acuosos de M.

alcicornis normal y blanqueada.

El monitoreo de la actividad hemolitica se realizO de acuerdo con el método
empleado por Torres y col. (2001), que brevemente se describe a continuacién: se
utilizaron eritrocitos de ratas machos (275-325 g) lavados en una solucién de
Alsever (pH 7.4; 120 mM D—glucosa, 30 mM citrato de sodio, 7 mM NaCly 2 mM
acido citrico). Posteriormente, se tomaron alicuotas de 50 ul de una suspension de
eritrocitos al 1 % en solucion amortiguadora de Alsever mas los extractos a evaluar
disueltos en 50 yl de la misma solucién, cada uno por separado. Los tubos se
llevaran a un volumen de 1 ml con solucion de Alsever. Las muestras asi
preparadas se incubaron durante 30 min a 37 °C. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacion, la mezcla se centrifugd a 2,500 rpm (1,430 x g) durante 4 mina 4 °Cy
el resultado de la hemdlisis se evalu6 mediante la liberacion de hemoglobina
haciendo lecturas en un espectrofotometro (Lambda Bio, Perkin Elmer Co.) a una
longitud de onda (A) de 415 nm. El efecto hemolitico se expresé como el porcentaje
de hemoglobina liberada comparado con la hemoglobina presente en la hemdlisis
total producida por la suspensiéon de las muestras de eritrocitos en agua
desionizada, en lugar de la solucion de Alsever. Una unidad hemolitica media
(UH50) se define como la cantidad de proteina requerida para producir un 50% de

hemodlisis.

5.1.3.4 Determinacion del efecto de los extractos de M. alcicornis sobre la

contractilidad del ileon aislado de cobayo

Para determinar el efecto de los extractos sobre la musculatura lisa intestinal y/o el
Sistema Nervioso Entérico se emple6 el ensayo de ileon aislado de cobayo. Se
emplearon cobayos machos de la cepa Harley, con un peso comprendido entre 500
y 800 g. Los cobayos se sacrificaron por decapitacion e inmediatamente se realizé
una incision abdominal para extraer el ileon, el cual se coloco en un recipiente con
solucion de Krebs—Henseleit a 37 °C, gasificada constantemente con 95% de O, y

5% de CO,. El ileon se corté en fracciones de 5 cm aproximadamente. Cada
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porcion se lavo haciendo pasar por su interior un poco de la solucién de Krebs—
Henseleit con la ayuda de una jeringa con aguja sin punta. Después, se cortaron
segmentos de 1 cm aproximadamente y éstos se montaron en celdas que
contenian solucion de Krebs—Henseleit gasificada constantemente. Las
contracciones espontaneas de los tejidos se registraron por medio de transductores
de fuerza acoplados a un poligrafo Grass de 4 canales. Todos los tejidos montados
se ajustaron a una tension basal de 1 g, después de un tiempo de estabilizacion de
30 min. Se registré un periodo control de 10 minutos y se aplicaron los extractos de
prueba. El efecto excitatorio se expresé como el % de la contraccion inducida por
acetilcolina a una concentracion 1 yM (Samuelsson, 1991 y Rojas y col., 2002).

5.1.4 Electroforesis en gel

Se realiz6 un andlisis electroforético en geles de poliacrilamida—dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE), utilizando geles de poliacrilamida al 16%, los cuales se
corrieron a 90 Volts durante 30 minutos y posteriormente a 120 Volts durante dos
horas. Las bandas de proteina se visualizaron mediante las técnicas de tincién de
Coomassie y tincion de plata. Para la determinacion de los pesos moleculares
relativos de las proteinas presentes en las muestras se utilizaron estandares pre—
tefidos de amplio espectro (Bio—Rad) para obtener una aproximacion de los pesos
moleculares relativos de las principales bandas observadas en el gel. Para este

analisis se utilizaron 35 pg de proteina por muestra.

5.1.5 Secuenciacion parcial de las proteinas seleccionadas, mediante

cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas

Las proteinas seleccionadas fueron extraidas del gel, se almacenaron en agua
inyectabe y se mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia de la UNAM, en

Cuernavaca, México.

Para la secuenciacion parcial, las muestras fueron previamente reducidas con
ditiotreitol (DTT), alquiladas con yodoacetamida y digerida “in gel” con tripsina. Los
péptidos resultantes fueron aplicados en un sistema LC-MS constituido de un
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cromatografo de liquidos de micro-flujo Accela (Thermo-Ficher Co. San Jose, CA)
con “spliter” (1/20) y un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-
Ficher Co., San Jose, CA) con sistema de ionizacion tipo nano-electrospray (ESI).
La calibracion del espectrometro fue realizado con una solucién (Calmix) de 10
moléculas calibrantes, que permite determinaciones con exactitudes mejores que 5
ppm (partes/millon). En el sistema de cromatografia de liquidos se utilizd un
sistema gradiente de 10-100% de solvente B (acetonitrilo/acido acético 0.1%) en
120 minutos sobre una columna capilar PicoFrit Proteopep 2 C18 75 ym ID x 50
mm (New Objective Inc., Woburn, MA). El flujo del sistema LC fue de 400
nanolitros/minuto. Para la fragmentacién de los péptidos se utilizaron los métodos
de CID (Collision-Induced Dissociation) y HCD (High energy Collision Dissociation)
donde solamente los iones con carga 2 y 3" fueron seleccionados para los
eventos de fragmentacion. No se consideraron los iones con cargas 1°, superiores
a 4" y de cargas indefinidas. Todos los espectros fueron adquiridos en modo de
deteccidon positivo. La ejecucion y captura de los datos de fragmentacion fueron
realizadas de forma dependiente del escaneo total de iones/segundo. Las cargas
fueron pre-determinadas con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), una energia de
colisién normalizada de 35 unidades arbitrarias, una activaciéon Q de 0.250, un
tiempo de activacion de 40 milisegundos y un tiempo maximo de inyeccién de 10
milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura automatica de los datos se
utilizé la exclusién dindmica de iones: (i) lista de exclusién de 500 iones, (ii) tiempo

de pre-exclusion de 15 segundos y (iii) tiempo de exclusion de 60 segundos.
5.1.6 Analisis de las secuencias obtenidas

Los datos espectrométricos fueron sometidos a la busqueda contra la base de
datos del NCBInr a través de los programas ProteinProspector y Mascot. Las
secuencias se alinearon con CLUSTALW?2 en linea

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).
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5.1.7 Anélisis estadisticos

Los resultados obtenidos a partir de los experimentos farmacologicos y
toxicoldgicos se expresaron como la media + S.E.M. (error estdndar de la media) de
n = 3 a 4 experimentos, en el caso de la actividad hemolitica las curvas
concentracion respuesta (CCR) se repitieron tres veces con una rata diferente cada
una. Las CCR se graficaron y ajustaron a la ecuacion de Boltzman mediante el
programa de andlisis de datos y gréficas Prism (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA). Las comparaciones multiples se realizaron mediante un ANOVA de dos
vias, seguido por una prueba post hoc de Bonferroni. Las comparaciones entre dos
poblaciones se realizaron mediante un andlisis t de Student. En todos los casos la

significancia estadistica fue indicada por p<0.05.
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6. RESULTADOS

6.1 Determinacién de la actividad proteolitica de los extractos acuosos de M.

alcicornis normal y blanqueada.

1.2 -

1 y=0.4125x + 1.6752
= R? = 0.9946
% 0.8 R=0.9973
©
o ® Curva de Calibracion
©
g 0.4 - = MAN (100 ug)
2 MAB (100 ug)
<02

0 Al L] L] n |

-5 -4 -3 -2 -1 0
Log (ng de proteina)

Figura 19. Curva de calibracién para la actividad proteolitica.
MAN: M. alcicornis normal y MAB: M. alcicornis blanqueada

Dado que una unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de
enzima requerida para aumentar la absorbancia de 0.01 a 660 nm/h a 37 °C,

tenemos que:

400 pL de caseina al 2%w/w contienen 0.008 g de caseina. Un mol de caseina

pesa 22 740 g, por lo que 0.008 g son 0.352 umol.

Al obtener una absorbancia de 1.000, tenemos 100 U; de esta manera, 100 U
hidrolizan 0.352 umol de caseina. El extracto de M. alcicornis normal obtuvo una

absorbancia promedio de 0.22, lo que equivale a 22 U, asi:

51



0.352 gmol de caseina hidrolizada
100U

22U ( ) = 7.7744 x 10~2 umol de caseina hidrolizada

Debido a que se utlizaron 100 ug (0.1 mg) de proteina del extracto y el
experimento duré 2 horas, la actividad proteolitica del extracto de M. alcicornis

normal se obtiene de la siguiente manera:

7.774 x 1072 ymol caseina

(0.1 mg de proteina del extracto)
120 minutos

Actividad Proteolitica =

Actividad Proteolitica = 92.928 ymol/mg min

Para el extracto de M. alcicornis blanqueada:

100U

0.1 mg de proteina del extracto
120 minutos

02U <0.352 umol de caseina hldrollzada>

Actividad Proteolitica =

Actividad Proteolitica = 0.8448 ymol/mg min

Para la proteasa deStreptomyces griseus:

85 U (0.352 tmol de caseina hidrolizada)
100U

(0.01 mg de proteina del extracto)

Actividad Proteolitica =

120 minutos

Actividad Proteolitica = 3590.4 tmol/mg min
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6.2 Evaluacion de la toxicidad sistémica aguda inducida por los extractos acuosos
del hidrocoral normal y blanqueado y determinacién de la dosis letal media (DLsp).

Cuadro 1. Toxicidad sistémica aguda inducida por la administracion intravenosa del
extracto acuoso de Millepora alcicornis normal.

Dosis Tiempo de

vida después
(ug proteina de la
/ g peso) administracion

Observaciones / Clave / Analisis Histopatologico

0 Muerte por dislocacion.

Muerte por dislocacion.
R37N
24 h -Pulmones: Congestién vascular sin edema.
-Higado: Normal.
-Rifiones: Normales.
Muerte por dislocacion.
R41N
24 h -Pulmones: Congestion vascular sin edema.
-Higado: Normal.
-Rifones: Normales.
Muerte por dislocacion.
R38N
24 h -Pulmones: Congestién vascular sin edema.
-Higado: Normal.
-Rifiones: Normales.
Muerte por dislocacion.
R47N
24 h -Pulmones: Normales.
-Higado: Normal con congestion vascular.
-Rifilones: Normales.

24 h Muerte por dislocacion.
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7s

50 min

24 h

24 h

Convulsiones y disnea.

A los 20 minutos aletargamiento, a los 35 minutos
presenté vasodilatacion de las orejas, rubefaccion
evidente en o0jos, piel, patas y orejas.

Muerte a los 50 minutos, hematuria y vasodilatacion
de 6rganos internos.

R30N

-Pulmones: Congestién con edema.

-Higado: Congestion vascular leve.

-Rifi6n: Glomérulo con espacio de Bowman con
proteinas, eritrocitos y/o hemoglobina.

Sin reaccion a la administracion del extracto.
Comportamiento similar a los ratones control (0 ug
proteina / g peso).

Muerte por dislocacion.

R32N

-Pulmones: Normales con congestion y edema
incipiente no generalizado.

-Higado: Normal.

-Rifones: Normales.

Sin reaccion a la administracion del extracto.

Muerte por dislocacion.

R92N

-Pulmones: Congestion vascular moderada con
edema no generalizado.

-Higado: Normal con congestion vascular.

-Rifilones: Fuga de proteinas, eritrocitos y/o

hemoglobina al espacio de Bowman.
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3 h 15 min

24 h

17 h 23 min

5s

1 h 50 min

Aletargamiento.

R33N

-Pulmones: Congestion vascular sin edema.
-Higado: Congestidén importante no inflamatoria.
-Rifiones: Fuga de proteinas, eritrocitos y/o
hemoglobina al espacio de Bowman.
Aletargamiento y somnolencia.

Muerte lenta y silenciosa. Lagrimas con sangre.
R3N

-Pulmones: Normales.

-Higado: Hepatocitos apoptdsicos y necroticos con
respuesta inflamatoria y presencia de leucocitos
alrededor de los hepatocitos (lesion toxica).
-Rifiones: Necrosis tubular aguda (falla renal
aguda).

Convulsiones a los 3 segundos después de la
administracion.

10 segundos antes de la muerte presento
convulsiones violentas que lo hacian saltar de un
lado al otro de la jaula, exoftalmos, cianosis en cola,
disnea, espasmos y hematuria.

R43N

-Pulmones: Edema alveolar de moderado a severo.
-Higado: Normal con congestion vascular.

-Rifilones: Fuga de proteinas, eritrocitos Yy/o

hemoglobina al espacio de Bowman.
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24 h

13 h 15 min

17 min

3s

Muerte por dislocacion.

R17N

-Pulmones: Congestion vascular sin edema.
-Higado: Normal con congestion vascular.

-Rifiones: Normal con congestién vascular.
Aletargamiento, muerte lenta.

R34N

-Pulmones: Congestiébn vascular importante sin
edema.

-Higado: Respuesta inflamatoria con migracion de
leucocitos al lobulillo hepatico.

-Rifiones: Fuga de proteinas, eritrocitos y/o
hemoglobina al espacio de Bowman. Necrosis
tubular aguda, secundaria al efecto toxico.
Aletargamiento, petequias en las orejas, inyeccién
sanguinea en ojos, 10 segundos antes de morir
presentd espasmos en un inicio moderados y
después violentos.

R35N

-Pulmones: Congestion vascular sin  edema,
sobreexpansion de los espacios alveolares.
-Higado: Congestion vascular.

-Rifiones: Normales

Disnea y espasmos moderados.

R42N

-Pulmones: Congestion vascular importante. Fuga
de liquidos a alveolos (edema inicial).

-Higado: Congestion vascular importante.

-Rifilones: Fuga de proteinas, eritrocitos Yy/o

hemoglobina al espacio de Bowman.
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Disnea y espasmos moderados.

R56N

-Pulmones: Congestion vascular importante. Fuga
3s de liquidos a alveolos (edema inicial).

-Higado: Congestidn vascular importante.

-Rifilones: Fuga de proteinas, eritrocitos y/o

hemoglobina al espacio de Bowman.

3s Disnea y espasmos moderados.

Ecuacién de Lorke para determinar la DLso para el extracto de M. alcicornis normal

DLsy = 3/(A*B)

Donde:
A = Dosis a la que muere el 0 % de los individuos

B = Dosis a la que muere el 100 % de los individuos

Por lo que,

DLy = 2\/(3 ug de proteina / g de peso )(48 ug de proteina / g de peso )

DLsq = i/(144 (ug de proteina / g de peso )?

DLsq = 12 ug de proteina / g de peso

57



Cuadro 2. Toxicidad sistémica aguda inducida por el extracto acuoso de Millepora
alcicornis blanqueada.

Dosis Tiempo de

vida después
(ug proteina / de la
g peso) administracion

Observaciones / Clave / Analisis Histopatologico

0 Muerte por dislocacion.
Muerte por dislocacion.
R10B

24 h -Pulmones: Congestion vascular sin edema.
-Higado: Normal.
-Rifilones: Normal.
Muerte por dislocacion.
R11B
24 h -Pulmones: Congestién vascular sin edema.

-Higado: Normal.
-Rinones: Normal.
Exoftalmos, espasmos moderados.
R6B
-Pulmones: Congestién vascular sin edema.
-Higado: Respuesta inflamatoria con leucocitos

2 h 4 min alrededor de las venas centrales. Distension
vascular y sinusoidal sin necrosis.
-Rifiones: Tdbulos normales. Lesién en la unidad
de filtracion: fuga de proteinas, eritrocitos y/o
hemoglobina al espacio de Bowman.

24 h Muerte por dislocacion.
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2 h 40 min

1 h 20 min

24 h

24 h
24 h

5s

Hematuria y cianosis en cola.

R8B

-Pulmones: Congestion vascular sin edema.
-Higado: Congestion de venas centrales vy
respuesta inflamatoria aguda.

-Riflones: Fuga de proteinas, eritrocitos Yy/o
hemoglobina al espacio de Bowman, lesion
glomerular. Cilindros proteinas y eritrocitos.
Aletargamiento, hematuria y cianosis en cola.

R4B

-Pulmones: Congestion vascular sin edema.
-Higado: Normal.

-Riflones: Normal.

Muerte por dislocacion.

R5B

-Pulmones: Congestién sin edema.

-Higado: Normal.

-Rifiones: Normales.

Muerte por dislocacion.

Muerte por dislocacion.

Disnea, convulsiones, exolftalmos.

R2B

-Pulmones: Congestiébn vascular con edema no
generalizado.

-Higado: Distension sinusoidal y congestion
vascular.

-Rifilones: Fuga de proteinas, eritrocitos y/o
hemoglobina al espacio de Bowman, lesion

glomerular y tubular.
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Muerte por dislocacion.

R3B

-Pulmones: Congestion vascular sin edema.

-Higado: Distension sinusoidal y congestidon
24h vascular.

-Riflones: Fuga de proteinas, eritrocitos Yy/o

hemoglobina al espacio de Bowman, lesion

glomerular y tubular.

Debido a que a la dosis mas alta ensayada no murié el 100% de los ratones de

estudio, la dosis letal media (DLso) se estima mayor a 48 ug de proteina / g de

peso.
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Figura 20. Fotografias de tejido pulmonar. A) Normal (R47N), B) y C) Patologicos (R2B
y R35N, respectivamente). 1) Espacio alveolar normal, 2) Alvéolos, 3) Bronquios,
4) Edema pulmonar no generalizado y 5) Espacio alveolar sobreexpandido.
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Figura 21. Fotografias de tejido hepatico. A) Normal (R10B), B) Patolégico (R3N) y C)

Reaccion inflamatoria aguda (R3N). 1) Vena central normal, 2) Hepatocitos normales,

3) Espacios sinusoides normales, 4) Vena central congestionada, 5) Lesion hepética,

6) Distensién sinusoidal, 7) Respuesta inflamatoria aguda, 8) Hepatocitos necréticos,

9) Hepatocitos apoptosicos y 10) Respuesta inmune a lesion toxica responsable de la
inflamacion.
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Figura 22. Fotografias de tejido renal. A) Normal (R47N), B) y C) Patoldgicos (R3N y
R8B, respectivamente) 1) Glomérulo normal, 2) Espacio de Bowman normal, 3)

Tubulos renales normales, 4) Tubulos renales necréticos, 5) Lesion glomerular y 6)
Fuga de proteinas, eritrocitos y/o hemoglobina al espacio de Bowman.

62



6.3 Determinacion de la actividad hemolitica de los extractos acuosos de M.

alcicornis normal y blanqueada.

2 100-

;; -# Normal

© 804 =-e= Blanqueado

it

E 60-
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- 40-

3
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-1 0 1 2

Log concentraciéon
(ng proteina/ml)

Figura 23. Curva sigmoidal de Boltzmann para la actividad hemolitica.
* Significativamente diferentes, p < 0.05

6.4 Determinacioén del efecto de los extractos de M. alcicornis sobre la contractilidad

del ileon aislado de cobayo
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-2 -1 0 1
Log concentraciéon
(ng proteina/ml)

N =

Figura 24. Curva sigmoidal de Boltzmann para el porcentaje de contraccion en
ileon aislado de cobayo. * Significativamente diferentes, p < 0.05.
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6.5 Electroforesis en gel

6.5.1 Tincién de Plata

Peso Extracto Acuoso Extracto Acuoso
Molecular Marcador de M. alcicornis M. alcicornis

(kDa) Bajo Rango Blanqueada Normal

102.567 — i

72516 —

47873 —

34.143 —

26.890 —

17.074 — e g -j’

\. y

Figura 25. Gel de electroforesis SDS—PAGE tefiido con plata.



6.5.2 Tincién de Coomassie

Extracto Extracto
Acuoso M. Acuoso M.
alcicornis alcicornis

Blanqueada  Normal

Peso Marcador
Molecular de Amplio
(kDa) Rango

209 — &
=
124 —

491 —4%

28.9 — 30 kDa

20.6 .

e G

N e W s g

Figura 26. Gel de electroforesis SDS—PAGE tefido por Coomassie. A la izquierda
se muestra el peso molecular de las proteinas que conforman el marcador de
amplio rango, mientras que a la derecha se muestra el de las bandas
seleccionadas para su secuenciacion.
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6.6 Secuenciacion parcial de las proteinas seleccionadas, mediante cromatografia

de liquidos acoplada a espectrometria de masas

Cuadro 3. Simbologia del alineamiento en Clustawl2®

Color /

Significado
Simbolo

Residuos de aminoé&cidos del péptido, muestra que son idénticos a los

de la proteina ya conocida.

Residuos de aminoacidos pequefios e hidrofobicos: AVFPMILWY
(Alanina, Valina, Fenilalanina, Prolina, Metionina, Isoleucina, Leucina,
Triptéfano y Tirosina)

Residuos de animoacidos &cidos: DE (Acido Aspartico y Acido
Glutamico)

Residuos de aminoé&cidos béasicos: RHK (Arginina, Histidina y Lisina)
Residuos de aminoacidos béasicos con grupos hidroxilo o amino:
STYHCNGQ (Serina, Treonina, Tirosina, Histidina, Cisteina,

Asparagina, Glicina, Glutamina)
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Cuadro 4. Secuenciacion parcial de la proteina de ~19 kDa.

Proteina Especulada

Origen
Masa nominal
Punto Isoeléctrico Calculado

Porcentaje de Similitud

Proteina de Union a Peridinin-clorofila a Soluble
en Cloroplasto
Symbiodinium microadriaticum
21 201
8.77
46%

Alineamiento con Clustawl2®

PCPprecurscr Symbiodinium micr
Extracto_Millepora alcicornis

PCPprecursor Symbiodinium micr
Extracto Millepora alcicornis

PCPprecursor Symbiodinium micr
Extracto Millepora alcicornis

PCPprecurscr Symbiodinium micr
Extracto Millepora alcicornis

PCPprecursor Symbiodinium micr
Extracto Millepora alcicornis

MA

VAVLILGLCLCSLPAFVPGPGRFARVAPALVGAGALGMLGRAFE 50

VYGELPTONALDVLEAIDTML 100
{LPTONALDVLEAIDTML 34
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Cuadro 5. Secuenciacion parcial de la proteina de ~24 kDa.
Proteina Especulada Gelsolina

Origen Suberites domuncula
Masa nominal 42 414
Punto Isoeléctrico Calculado 5.23
Porcentaje de Similitud

Alineamiento con Clustawl2®

Gelsolina Suberites domuncula
Extracto Millepora alcicornis

Gelsolina Suberites_domuncula
Extracto Millepora alcicornis

Gelsolina Suberites_domuncula
Extracto Millepora alcicornis

Gelsclina Suberites domuncula

Extracto Millepora alcicormnis

LDEREISESHE 250
Extracto Millepora alcicormis = ————— -~

Gelsclina Suberites domuncula

Gelsolina Suberites domuncula
Extracto Millepora alcicornis

Gelsolina Suberites_domuncula
Extracto Millepora alcicornis

Gelsolina Suberites_domuncula

Extracto Millepora alcicornis
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Cuadro 6. Secuenciacion parcial de la proteina de ~36 kDa.

Proteina Especulada

Origen

Masa nominal

Punto Isoeléctrico Calculado

Porcentaje de Similitud

Actina no muscular tipo 6.2

Hydra magnipapillata
41998
5.30

Alineamiento con Clustawl2®

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto Millepora alcicornis

ActinaNomuscular Hydra magnipa
Extracto _Millepora alcicornis

016l

300
54

350

a7

69



7. DISCUSION

Como se menciond en los antecedentes, el blanqueamiento es un fenébmeno que
se presenta en los corales e hidrocorales como respuesta a cambios en su medio
ambiente habitual, ya sea por un incremento en la temperatura o el pH del agua del
mar, de la radiacion UV o por otras situaciones de caracter antropogénico. Los
hidrocorales, como M. alcicornis, viven en simbiosis con dinoflagelados de la familia
Zooxanthellae, que son algas unicelulares capaces de realizar fotosintesis, de ahi
gue posean pigmentos verdes o cafés para este propdsito, los cuales le dan a los
corales e hidrocorales ese color caracteristico. Cuando dichos microorganismos
abandonan a los animales marinos, el esqueleto calcareo de éstos queda desnudo,
es decir, el color blanquecino permanece visible, dando asi el nombre a este

acontecimiento.

Como cualquier organismo vivo, los hidrocorales y sus simbiontes, al reaccionar a
una alteracion medioambiental, modifican la biosintesis de diversos metabolitos
tanto primarios como secundarios, alterando su fisiologia. Esto tiene como
sonsecuencia un cambio en las actividades farmacoldgicas y/o toxicas inducidas
por los extractos preparados a partir de estos organismos. El valor de la presente
investigacion radica en que, al conocer con mayor detalle los efectos, tanto
farmacol6gicos como toxicologicos inducidos por el extracto acuoso preparado a
partir de especimenes normales y blanqueados de M. alcicornis, se contribuira a
comprender mejor la importancia de la simbiosis entre las zooxantelas y las
especies del género Millepora y su influencia en la biosintesis de toxinas y

metabolitos biolégicamente activos.

Al inicio del desarrollo de este proyecto, se cuantificdé la proteina presente en el
extracto de los extractos acuosos de M. alcicornis normal y blanqueada, ya que a
partir de esta determinacion se desarrollarian los experimentos restantes. Se
encontré que 1 mg de liofilizado del extracto de fragmentos normales contiene
0.415 mg de proteina, mientras que la misma cantidad de liofilizado de extracto de

hidrocoral blanqueado contiene tan solo 8.2 ug de proteina. Evidentemenete, la
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disminucién en el contenido proteico del extracto preparado a partir de los
especimenes blanqueados se debe a la ausencia de proteinas provenientes de los
simbiontes y quiz4, a la disminucion en la sinbtesis de este tipo de metabolitos

primarios por parte de los cnidarios.

Posteriormente, se determind la actividad de protesa del extracto con la finalidad de
establecer si entre las toxinas contenidas en dichos extractos se encontraban
enzimas con capacidad de degradar proteinas. Como se observa en la Figura 19, y
en el posterior desarrollo de los célculos, asi como en el andlisis estadistico; la
actividad preoteolitica del extracto normal es significativamente mas alta que la del
extracto de hidrocoral blanqueado, sin embargo, los valores de actividad de
proteasa del extarcto son significativamente inferiores a los encontrados para el
control positivo de proteasa de Streptomyces griseus. Estos resultados nos
permiten concluir que M. alcicornis no produce toxinas con actividad proteolitica. El
bajo efecto proteolitico presentado por el extracto del hidrocoral normal se puede
atribuir a la presencia de proteasas constitutivas. Esto se confirma al observar el
corrimiento de las bandas correspondientes a los extarctos de los hidrocorales en el
gel de electroforesis (Figuras 25 y 26), en donde se un fondo azul a lo largo de los
carriles, lo cual sugiere la presencia de fragmentos de proteinas. Por esta razon, se
sugiere gque en los estudios subsecuentes, se utilicen inhibidores de proteasas para
evitar la degradacién de compuestos bioactivos de naturaleza proteica.

Con respecto a la toxicidad sistémica y el efecto letal inducidos por los extractos
acuosos de los hidrocorales, se encontr6 que la DLsy presentada por el extracto
obtenido a partir de fragmentos normales fue de 12 ug de proteina/g de peso;
mientras que para el extracto del espécimen blanqueado es superior a 48 ug de
proteina/g de peso, es decir, este extracto es por lo menos 4 veces menos potente
que el primero, por lo que se infiere que los metabolitos responsables de la

letalidad se encuentran presentes en mayor abundancia en el espécimen normal.

Derivado de la observacion de la letalidad inducida por los dos extracto, se eligieron

los tejidos pulmonares, renales y hepaticos para la evaluacion del dafo tisular,
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debido a que estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion,
revelaron que éstos eran los érganos mas susceptibles al dafio provocado por los
componentes del veneno de los hidrocorales. Se conoce que el veneno de
cnidarios se compone, entre otros metabolitos, de neurotoxinas y citolisinas. El
analisis de los efectos observados en los ratones y los dafios histolégicos, muestra
gue cuando se administraron dosis altas del extracto normal, el efecto neurotdxico
es el predominante, ya que la manifestacion de convulsiones/espasmos y la muerte
instantanea son atribuibles a este tipo de toxinas. Otros efectos atribuibles a
neurotoxinas son disnea y colapso cardiaco. Por otro lado, cuando se administraron
dosis inferiores, en los casos en que el roedor vivid por un lapso superior a
segundos, el efecto predominante corresponde al producido por las citolisinas, pues
se observé dafio membranal en los tejidos observados. Este dafio se manifest6 al
presentarse edema, dafio glomerular y tubular, fuga de proteinas y hematuria o
lagrimas con sangre; indicadores de accion degradadora de lipidos de membrana o
de proteinas formadoras de poro (PFT’s); incluso los ultimos dos efectos incluso

son indicativos de la accién de hemolisinas.

La variabilidad observada, tanto en los efectos histolégicos como en los tiempos de
vida de cada uno de los ratones, puede ser explicada por la falta de homogeneidad
en la solubilidad del extracto, ya que a pesar de ser resuspendido con ayuda del
vortex, el extracto permanecia en una suspension inestable, lo que podria afectar la
cantidad de proteina administrada a cada uno de los ratones. De igual manera, la
administracion intravenosa se vuelve complicada ya que los ratones no quedaban
inmovilizados al 100% vy al inyectarlos, el reflejo de alejamiento o Ia
vasoconstriccion derivada de un primer piquete, impedia que la administracion se
hiciera de manera ideal, es decir, no todo el volumen de extracto destinado a ser
inyectado llegaba al torrente sanguineo de manera integra. Incluso, la misma

variabilidad biolégica de un individuo a otro es un factor a considerar.

En cuanto a los hallazgos particulares en cada uno de los diferentes tejidos, se
observo en tejido pulmonar, a dosis bajas del extracto de M. alcicornis normal (3 ug
de proteina/g de peso) se observé congestion sin edema; fenbmeno derivado de la
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dislocacion cervical para el sacrificio del animal, mas no como consecuencia del
efecto del extracto. Con respecto a la dosis de 48 ug de proteina/g de peso de
ambos extractos, se observd edematizacion aguda de los espacios alveolares
debido a la extravasacion de fluidos (Figura 20). Esto es resultado de insuficiencia
cardiaca y el posterior colapso del corazon, derivados de la hemolisis y por ende,
pérdida de la hemostasis. Estos efectos también podrian atribuirse a la presencia

de neurotoxinas en ambos extractos.

En el analisis del tejido hepético no se observd, en la mayoria de los casos, efecto
alguno diferente de la congestion vascular y, en algunos casos, distension
sinusoidal; que son indicativas de colapso cardiaco. En las dosis de 17 y 24 ug de
proteina/g de peso de extracto normal (RSN y R34N) y en la dosis de 6 ug de
proteina/g de peso de extracto blanqueado (R6B); se observo la diapédesis de
leucocitos hacia los hepatocitos como respuesta inflamatoria a la lesién causada en
estas células (Figura 21). Es importante remarcar, que este proceso soOlo es
observable tras haber transcurrido de 2 a 3 h después de una lesion vital en higado
(Calabuig, 2004). Este proceso se corrobora en los tejidos de los ratones R3N,
R34N, R6B y R8B. Efectos de este tipo, necesitan la instalacién de la lesion y la
respuesta a la misma en periodos mas prolongados de tiempo. En muerte subita o
menor al lapso de tiempo indicado, es dificil verlo. De manera paralela, se observé
en el ratdn R3N la presencia de hepatocitos necroticos y apoptosicos. Los primeros
indican la posible union covalente de un agente toxico con macromolécuas propias
del tejido (proteinas o ADN) o, por otra parte, también podrian indicar una
modificacion en la permeabilidad a los iones Ca’®'; pues se exhibe una alta
permeabilidad al influjo de estos iones, debido a la pérdida de estabilidad de la
membrana (Calabuig, 2004). Esto puede deberse a la presencia de toxinas que
actian en canales de calcio dependientes de voltaje o por accién de proteinas
degradadoras de fosfolipidos (PLA,). Se propone continuar con el estudio de este
efecto como lo hicieron Rojas y col. en 2002, con el extracto de Millepora
complanata y lograr identificar a la o las moléculas responsables de este efecto.

Cabe mencionar que en los procesos hepatonecréticos se presenta liberacion al
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torrente  sanguineo de ALT (alanina transaminasa) y AST (aspartato
aminotranferasa). En cuanto a los hepatocitos apoptdsicos, €stos son consecuencia
del colapso o el encogimiento del 6rgano, y la manera de diferenciarlos de la
necrosis hepatica es que, en el proceso de apoptosis no hay edematizacion. Asi,
también, el dafio hepético puede verse agravado si también existe dafio renal
(Calabuig, 2004).

El estudio de los rifiones revelé que en todas las dosis de ensayo del extracto de M.
alcicornis normal (3, 6, 12, 17, 24 y 48 ng de proteina/g de peso), el dafio renal se
muestra de moderado a severo presentandose, principalmente, deterioro a nivel de
la unidad de filtracién, lo que permiti6 una hiperperfusion de plasma, proteinas e
incluso eritrocitos en el espacio de Bowman (Figura 22); ademas de la ruptura de la
capsula de Bowman, el componente mas sensible de la nefrona, causando con ello
insuficiencia renal derivada del efecto de las toxinas. El extracto de M. alcicornis
blanqueada presenté el mismo comportamiento, con excepcion de la concentracion
de 17 ug de proteina/g de peso. Asimismo, se realizé el hallazgo de cilindros de
proteinas y eritrocitos a nivel tubular a la concentracion de 6 ug de proteina/g de
peso (R8B), fendbmeno que se ve favorecido segun Calabuig (2004) por efectos
hemoliticos; lo que confirma lo hallado por Garcia-Arredondo y col. (2011) y en la
curva de hemdlisis: el efecto hemolitico se conserva a pesar del blanqueamiento.
Es importante mencionar que la presencia de este tipo de cilindros es un signo
precoz de lesion tubular, porque se presenta antes que otros marcadores de
insuficiencia renal, como el aumento de la urea sérica o la depuracion de creatinina.
La importancia de identificar a las moléculas causantes de eventos nefrotoxicos
radica en que, el dafio renal causado por toxinas puede ser impedido o, en el
menor caso, evitar la progresion de las anomalias funcionales causadas por las

toxinas.

Por otra parte, el efecto hemolitico causado por los extractos acuosos del coral de
fuego, observado en la Figura 23, es causado por citolisinas. En la Figura 23 se

observa que dicho efecto presenta una respuesta dependiente de la concentracion;
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ya que al incrementar la dosis, el porcentaje de actividad hemolitica también
aumenta. Se observO que no existe una diferencia significativa en el efecto
hemolitico causado por el extracto de M. alcicornis blanqueada con respecto a la
hemolisis provocada por extracto de M.alcicornis normal, lo que indica que la
sintesis de hemolisinas no se ve afectada por la pérdida de los organismos
simbiontes o zooxanthelas, resultado que concuerda con lo reportado por Garcia—
Arrendondo y col., en 2011.

Para evaluar la accibn de neurotoxinas que pudieran estar presentes en los
extractos acuosos de los hidrocorales, se utilizé el ensayo de ileon aislado de
cobayo, pues el sistema nervioso entérico (presente en ileon) tiene la capacidad de
reaccionar de la misma manera que el sistema nervioso central (SNC), debido a
gue sus células nerviosas se ven influenciadas por los mismos neurotransmisores y
poseen los mismos receptores (Beyder y Farrugia, 2012). Al analizar la Figura 24,
se observa que los efectos de contraccién en ileon, provocados por los extractos
acuosos de M. alcicornis normal y blanqueada, son dependientes de la
concentracion y que la ausencia de las algas simbiontes disminuye, pero no inhibe
completamente la produccién de metabolitos que pudieran actuar a nivel de
sistema nervioso entérico. Los resultados encontrados en en ensayo de ileon
aislado de cobayo indican que M. alcicornis produce metabolitos, posiblemente
neurotoxinas que estimulan las contracciones espotaneas del musculo liso
intestinal, ya sea por efecto directo sobre las células musculares o sobre las
neuronas del sistema nervioso entérico. Estas neurotoxinas, de acuerdo a lo que se
ha reportado para otros cnidario, podrian estar de actuando sobre canales
dependientes devoltaje de a) sodio, inhibiendo el cierre del canal; b) potasio,

blogueando el canal o ¢) calcio, activando el canal (Messerli y Greenberg, 2006).

En este punto, resulta interesante hacer notar que para que las neurotoxinas
puedan tener acceso al sistema nervioso central y rpoducir los efectos neurotoxicos
observados en los ratones a los que se les administraron los extractos por via
intravenosa a dosis elevadas, estas neurotoxinas deben ser capaces de atravesar

la barrera hematoencefélica, para lo cual necesitan ser moléculas bastante
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liposolubles. Hasta la fecha, las neurotoxinas que se han encontrado en cnidarios
son de naturaleza proteica y tienen un numero de aminoacidos en un rango de 27 a
49 (< 5 kDa). Este tipo de moléculas no son capaces de difundir libremente a
travpes de membranas, a menos que los aminoacidos que posean sean residuos
muy liposolubles. Quiz& este sea el caso de las neurotoxinas producidas por M.
alcicornis. También existe la posibilidad de que M. alcicornis produzca otro tipo de
metabolitos neuroactivos de naturaleza no proteica, que sean de bajo peso
molecular y muy liposolubles y que adempas, tengan la capacidad de difundir a
través de membranas y con ello dar como resultado, un efecto en sistema nervioso

central.

Con el fin de observar las diferencias en el perfil de proteinas entre ambos
extractos acuosos, se realizd un gel de electroforesis. Se utilizé la tincién de plata
(Figura 25), debido a que ésta es méas sensible (capacidad de deteccion del orden
de ng) que la tincion de Coomassie y con ello se lograrian observar, incluso, las
diferencias minimas de proteinas. Por otro lado, la tincion de Coomassie se realizd
con el fin de mejorar las condiciones de preparacion del gel para optimizar la
resolucion de las bandas diferenciales y asi poder extraerlas y mandarlas a
secuenciar (Gel SDS-PAGE al 16%). Como se indica en la Figura 26, fueron
seleccionadas 3 bandas para la secuenciacion posterior. El criterio de seleccion fue
la presencia de tales proteinas en el extracto de M. alcicornis normal y su ausencia
en el extracto del espécimen blanqueado; ademas del peso molecular, el cual debia
de corresponder al peso de toxinas proteicas ya conocidas: la de 30 kDa, a
hemolisinas o fosfolipasas (PLA;); 24 kDa, a algunas actinoporinas y 19 kDa, a

citotoxinas o algunas proteinas con actividad vasoconstrictora.

El andlisis secuencial de las proteinas seleccionadas del gel de electroforesis
revelé6 que ninguna de las 3 bandas correspondia a los tipos de toxinas ya
mencionados. Se encontré que la banda de aproximadamente 19 kDa podria
pertenecer al microorganismo simbionte, ya que presenta una similitud del 46% con
una proteina correspondiente a Symbiodinium microadriaticum. De las bandas de

24 y 30 kDa no se puede establecer ninguna conclusion, ya que el porcentaje de
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similitud es tan bajo que no puede aseverarse que se trate de las proteinas que
sugirieron los softwares. Se esperaba que dadas las caracteristicas de las bandas;
su definicion y ausencia en el extracto de hidrocoral blanqueado, se pudiera
obtener algun resultado preliminar que nos aportara evidencia sobre la presencia
de toxinas conocidas en cnidarios. Es probable que debido a la falta de purificacién
de las proteinas de cada una de las bandas, no se haya logrado secuenciar un
péptido derivado de la digestion de las proteinas de la muestra sino un péptido
pequefio procedente de la accion de las proteasas presentes en el extracto, por lo

que una vez mas se hace la recomendacion del uso de un inhibidor de proteasas.
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8. CONCLUSIONES

— El extracto acuoso preparado a partir de especimenes normales de M.
alcicornis presenta un mayor contenido proteico que el extracto de
especimenes blanqueados, debido a la presencia de proteinas provenientes de
las zooxantelas simbiontes.

— M. alcicornis no produce toxinas con actividad de proteasa.

— El extracto acuoso de M. alcicornis contiene citolisinas que inducen dafios en
las membranas de eritrocitos y otros tejidos al ser administradas en ratones por
via intravenosa.

— Las membranas de los eritrocitos y de las células renales resultaron ser mas
susceptibles al efecto téxico inducido por las citolisinas de M. alcicornis.

— El efecto citolitico inducido por las toxinas contenidas en el extracto acuoso de
M. alcicornis no se modificO cuando este extracto se prepar6 a partir de
especimenes de cnidarios que carecen de simbiontes.

— Las citolisinas contenidas en el extracto acuoso de M. alcicornis inducen una
muerte lenta en ratones, la cual puede observarse cuando se administran dosis
bajas del extracto.

— El extracto acuoso de M. alcicornis también contiene neurotoxinas, las cuales
producen efectos neurotdxicos y una muerte inmediata al ser administradas en
ratones por via intravenosa. La letalidad inmediata producida por las
neurotoxinas de M. alcicornis sélo se presenta cuando se administra el extracto
a las dosis més altas. Esto sugiere que estas neurotoxinas se encuentran en
mas baja concentracion que las citolisinas responsables de la muerte lenta
observada en los ratones de prueba.

— La DLsp obtenida para el extracto preparado a partir de especimenes
blanqueados resulté ser mayor que la respectiva DLsg obtenida para el extracto
preparado a partir de hidrocorales normales.

— Las neurotoxinas contenidas en el extracto acuoso de M. alcicornis inducen un

efecto excitatorio en las células del musculo liso intestinal y/o neuronas del
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sistema nervioso entérico. Este efecto disminuyo, pero no desaparecio, cuando
se evaluo el extracto preparado a partir de especimenes blanqueados.

La ausencia de simbiontes no modifica la sintesis de citolisinas por parte de los
cnidarios, sin embargo si disminuye, aunque no impide, la sintesis de
neurotoxinas.

Se encontraron evidencias de que los compuestos responsables de las
actividades farmacoldgicas y toxicolégicas inducidas por el extracto acuoso de
M. alcicornis provienen del hidrocoral y no de sus zooxantelas simbiontes, lo
cual sugiere que, de alguna manera, M. alcicornis mantiene su capacidad de
biosintetizar toxinas para su defensa y alimentacion, incluso en ausencia de los

importantes nutrientes que le proveen sus algas simbiontes.
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