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RESUMEN

El orden Scleractinia (phylum Cnidaria, clase Anthozoa, subclase Hexacoralia) esta
constituido por corales marinos que tienen la caracteristica de formar un exo-
esqueleto calcareo, razén por la que se les conoce también como “corales pétreos o
duros”. Estos corales son los principales organismos constructores de arrecifes
coralinos a nivel mundial y por lo tanto estdn ampliamente distribuidos en las costas
tropicales. Al igual que todos los cnidarios, estos corales también presentan
nematocistos en sus tentaculos; los cuales son capsulas cargadas de veneno que
utilizan para capturar a sus presas y alimentarse. A pesar de que estas especies no
representan peligro para los humanos, debido posiblemente a que sus nematocistos
no tienen la capacidad de penetrar la piel humana, podrian representar una fuente
novedosa de compuestos bioactivos Utiles en el desarrollo de nuevos farmacos y
herramientas de investigacion farmacolégica. Sin embargo, hasta el momento no se
cuenta con estudios sobre los efectos e identidad de las toxinas de estas especies.
Tomando en cuenta lo anterior, y considerando el compromiso que tenemos en
México de generar conocimiento sobre diversos aspectos biolégicos de la flora y
fauna marina de nuestro pais, se plantea la presente propuesta que tiene como
proposito evaluar diferentes actividades bioldégicas como, la actividad hemolitica,
ensayo de aorta aislada de rata y toxicidad, ademas de pruebas enzimaticas
significativas de fosfolipasa A2(PLA2), hialuronidasa y proteasa de los extractos
acuosos de tres corales escleractinios del Caribe Mexicano: Siderastrea siderea,
Porites astreoides y Diploria strigosa.



1. ANTECEDENTE

1.1 Importancia de los venenos en farmacologia

El veneno ha evolucionado de forma independiente al menos 100 veces en 8 filos
diferentes. Se ha estimado que hay 220 000 especies de venenos en el planeta, lo
gue representa un 15% de la biodiversidad animal existente que abarca anélidos,
artropodos, cnidarios, moluscos, nematodos, erizos de mar, estrellas de mar y
vertebrados como las serpientes, lagartijas, peces musarafias y ornitorrincos. La alta
potencia, selectividad y estabilidad biol6gica de muchos péptidos derivados del
veneno los ha hecho particularmente atractivos desde la perspectiva de

descubrimiento de farmacos (Herzig y Col., 2020).

Los venenos son coOcteles complejos que involucran una variedad de moléculas,
como proteinas grandes, péptidos pequefios, poliaminas y sales, que alteran la
fisiologia de los animales de presa tras la inyeccion. Los péptidos y las proteinas del
veneno se han perfeccionado durante millones de afios de presién evolutiva para unir

sus receptores con alta afinidad y, en muchos casos, una selectividad excepcional.

La mayoria de los farmacos derivados de péptidos de veneno actuales se estudiaron
en varios linajes venenosos que son relativamente mas jovenes en evolucion (Qiwen
y Col., 2018).

Las nuevas tendencias en la busqueda de nuevos compuestos farmacéuticos, se
centran en la busqueda de habitats inexplorados. Los entornos marinos se
consideran una fuente emergente para el descubrimiento de productos naturales.
Los océanos constituyen mas del 70% de la superficie de nuestro planeta, de los
cuales 92 y 93% son de aguas profundas, mientras que la region costera representa
solo 7-8%. Se ha estimado que el 60% de la region de aguas profundas esta cubierta
por agua de mas de 2000 m de profundidad (Sarmiento y Col., 2016).

Las toxinas de los venenos de los animales corresponden a una mezcla compleja de
compuestos, que han sido ampliamente investigados por muchos cientificos en todo

el mundo y han evolucionado durante siglos mejorando las acciones defensivas de



los animales. Estos venenos presentan una diversidad quimica, compuesta
especialmente por sales inorgénicas, pequefias moléculas organicas (<1 kDa),
polipéptidos (2-9 kDa) y moléculas de alto peso molecular (>10 kDa). Las toxinas
animales se han usado durante mucho tiempo como prototipos para el desarrollo de
nuevas drogas terapéuticas debido a su alta selectividad y especificidad para los
objetivos moleculares (Zambelli y col., 2016).

Los organismos venenosos estan ampliamente extendidos en todo el reino animal,
contando con un gran numero de especies distribuidas entre todos los phylum, tales
como cordados (reptiles, peces, anfibios, mamiferos), equinodermos (estrellas de
mar, erizos de mar), moluscos (caracoles), anélidos (sanguijuelas), nemertinos
(gusanos no segmentados), artropodos (aracnidos, insectos, miriapodos) y cnidarios
(anémonas de mar, medusas, corales). En cualquier habitat hay una competencia
por los recursos y cada ecosistema contiene venenos u organismos venenosos. Una
de las técnicas mas fascinantes para defenderse o para capturar presas es el uso de
venenos. El veneno representa un rasgo adaptativo y un ejemplo de evolucion
convergente. Los venenos son cocteles mortales, cada uno compuesto
principalmente por mezclas Unicas de toxinas que generalmente son péptidos y
proteinas naturalmente adaptadas por la seleccion natural para actuar sobre los
sistemas vitales de la presa o la victima. Las toxinas contenidas en un veneno suelen
alteran la actividad de enzimas criticas, receptores o canales i0nicos;
desorganizando asi los sistemas nerviosos central y periférico, los sistemas
cardiovascular y neuromuscular, la coagulacion sanguinea y la homeostasis
(Hodgson, 2012; Takacs y Nathan, 2014; Lazcano y col., 2015). Debido a su alto
grado de especificidad, las toxinas del veneno se han utilizado cada vez mas como
herramientas farmacol6gicas y como prototipos estructurales para el disefio racional

de farmacos (Calvete y col., 2009).

Los venenos de animales han sido ampliamente utilizados en la basqueda de
compuestos bioactivos utiles para el desarrollo de nuevos prototipos de farmacos.

Hasta el momento, alrededor de 15 farmacos (Tabla 1) que se encuentran a la venta,



se derivaron de toxinas y son utilizados para el tratamiento de enfermedades como

hipertension, diabetes y dolor crénico (Takacs y Nathan, 2014).

Tablal. Diagnésticos clinicos derivados de toxinas de veneno de animal

anticuerpos anti-
nAChR

(Bungarus multicinctus)

0 "Cobras" (Naja spp.)

bungarotoxina o (N)
cobratoxina
radioyodada a nAChR

Prueba/Nombre Origen de la Mecanismo de Hacer una
del reactivo especie accion prueba por
U-conotoxina GVIA
Caracol de cono de ]
: radioyodada (Cg) o
Ensayo de | geografia (Conus ) i o
) ] (Cm) u-conotoxina | Sindrome miasténico
anticuerpos anti- | geographus) o caracol
MVIIC que se unen a | de Lambert-Eaton
Cav2 de cono de mago
Cav2.2, 2.1
(Conus magus) )
respectivamente
] Unién de (Bm) a-
Ensayo de Krait de muchas bandas

Miastenia gravis

Anticuerpos anti-
nAChR ensayo

Cobra monocelular
(Naja kaouthia)
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cobratoxina a nAChR
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(Daboia russelii)

Activa el factor V
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von Willebrand | neuwiedi) o Jararaca ) )
dependiente del factor | Willebrand (VWF)
(VWF) (Bothrops ]
) von Willebrand (VWF)
jararaca)
Activador del factor | Vibora de  Russell Determinacion del

factor V

PEFAKIT® PICT®

Vibora de Russell

(Daboia russelii)

Activa el factor V

Actividad

anticoagulante basada
en la inhibicion del
factor Xa y / o del

factor lla




Tabla 1. Diagnosticos clinicos derivados de toxinas de veneno animal

Prueba/Nombre

del reactivo

Origen de la

especie

Mecanismo de

accion

Hacer una

prueba por

PEFAKIT  APC-R

Factor V Leiden

Vibora de Russell (Daboia
russelii); y serpiente tigre

(Notechis scutatus)
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activa la protrombina
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Cabeza de cobre

(Agkistrodon contortrix)

Activa la proteina C

Niveles de proteina C
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Cabeza de cobre

(Agkistrodon contortrix)

Activa la proteina C

Anomalias en las vias
de la proteina C y la
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Cabeza de cobre

(Ac) activa la proteina

CRYOCHECK (Agkistrodon contortrix); y ) Actividad de la
. C; y (Dr) activa el .
CLOTC la vibora de Russell proteina C
) . factor X
(Daboia russelii)
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CLOT S la vibora de Russell proteina S
) - factor X
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(Pseudonaja textilis); y | dependiente de (Pt) | Confirmacion de

vibora de escamas de
sierra

(Echis carinatus)

PL; y (Ec) activa
protrombina a
meizotrombina en

ausencia de PL

anticoagulantes

lGpicos




Tabla 1. Diagnosticos clinicos derivados de toxinas de veneno de animal

Prueba/Nombre Origen de la Mecanismo de Hacer una
del reactivo especie accion prueba por
Inhibidores directos de
) ) . la trombina;
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Vibora de escamas de cuantificacion de
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protrombina;
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Activador del factor
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Vibora de FXa Russell

(Daboia russelii)
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Actividad del factor X

APC-R  Serpiente de ) )
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VIl o X

Diluir el tiempo del

Vibora de Russell (Daboia

i 3 Activa el factor X Anticoagulantes  del
veneno de vibora de | russelii)
lupus
Russell (dRVVT)
Diluir el veneno de i )
) . . . Confirmacion de
la vibora de Russell | Vibora de Russell (Daboia | Activa el factor X; PL _
) i ) anticoagulantes
confirmar russelii) extra corrige dRVVT o
lUpicos.
DVVCONFIRM
) Activador de )
Hora del veneno de | Taipan (Oxyuranus Anticoagulantes  del

serpiente taipan

scutellatus)

protrombina,

estimulado por PL

lupus




Ademés, los venenos también son explorados exhaustivamente con fines
biotecnologicos para el desarrollo de farmacos biodirigidos, bioinsecticidas,
cosmeéticos y aditivos que faciliten la distribucion de farmacos (Calvete y col., 2009;
Hodgson, 2012; Takacs y Nathan, 2014; Lazcano y col., 2015). Se estima que el
veneno de cada especie puede contener mas de 100 compuestos bioactivos, cada
uno de los cuales podria actuar especificamente sobre un blanco molecular
determinado. Se cree que en la actualidad existen mas de 100,000 venenos de
animales que aun no se han explorado (Takacs y Nathan, 2014). Es por esto que
existe un gran interés cientifico por explorar la composicién y efectos farmacolégicos

de los venenos.

Debido a la especificidad y potencia inherentes de la mayoria de las moléculas de
veneno, éstos se han convertido en una fuente invaluable de moduladores para
estudiar una amplia gama de objetivos moleculares, especialmente los canales
i6nicos activados por ligandos y activados por voltaje. Si bien la investigacion sobre
muchas dianas farmacoldgicas potenciales se ve obstaculizada por la falta de
moduladores selectivos, nuestro creciente conocimiento de la farmacologia del
veneno esta empezando a arrojar luz sobre algunas de estas dianas poco

estudiadas.

1.2 Phylum cnidaria

La evidencia molecular y los datos fésiles ubican el origen de los cnidarios antes de
periodo de Ediacarico hace unos 750 millones de afios y la importante diversificacion
de taxones de los metazoos restantes antes del Cambrico hace unos 550 millones
de afnos. A pesar de la variedad en el tamafio, toxicidad, habitat y morfologia varios
caracteres celulares son comunes en los miembros del phylum cnidaria como dos
capas unicelulares (ectodermo y endodermo) separadas por una matriz extracelular
(mesoglea), sistemas neuromusculares y sistemas sensoriales multiples (Jouiaei y
Col., 2015).



Cnidaria constituye un grupo de alrededor de 11000 a 13000 especies vivientes y
esta representado por un gran niumero de formas corporales muy diferentes, desde
hermosas medusas hasta delicados polipos (Deserti M, 2020).

Cnidaria es un filo diverso que comprende mas de 13500 especies marinas de vida
libre o especies parasitarias marinas de agua dulce y terrestre (Jaimes y Col. 2017).
Este phylum esta constituido por organismos acuaticos de simetria radial, la mayor
parte de los cuales son marinos. Un ciclo de vida cnidario dado puede incluir dos
etapas caracterizadas por una forma corporal particular: el pélipo y la medusa. El
polipo es tipicamente sésil mientras que la medusa es movil y cominmente se
conoce como medusa. Una caracteristica Unica de los miembros metazoarios de este
phylum es que el cuerpo es diploblastico (que consta de dos capas de tejido) y, en
consecuencia, carece de sistemas de 6rganos bien desarrollados. Entre estas dos
capas de tejido se encuentra la mesoglea, una matriz gelatinosa. La capa interna es
el endodermo, a menudo referido como la gastrodermis, cuya funcion principal es la
digestién. La capa externa de tejido es llamada ectodermo o epidermis (Folino-
Rorem, 2015).

El phylum Cnidaria se divide principalmente en dos grupos (Anthozoa y Medusozoa)
en funcién de la estructura de los polidos y la existencia de una etapa de medusa en
los ciclos de vida. La Medusozoa es una clase que consiste en cuatro subclases:
Scyphozoa, Cubozoa, Hydrozoa y Staurozoa. El subfilo Anthozoa comprende dos
subclases, Hexacorallia y Octacorallia (Technau, U., 2011).

La Scyphozoa incluye a las medusas de diametros grandes, ejemplos de especies
caracteristicas de esta clase son las medusas corona (orden Coronatae) y las
medusas invertidas (familia Cassiopeidae, orden Rhizostomeae). A la Cubozoa
anteriormente se le consideraba como un orden de la Scyphozoa debido a que
presenta cierta semejanza con las medusas grandes; su nombre alude a la forma
cubica del cuerpo y se conocen comunmente como “avispas de mar” (orden
Carybdeida y Chirodropida) debido a sus venenos altamente toxicos. La Hydrozoa
cuenta con una mayor diversidad. Las especies mas representativas son las hidras
(orden Hydroida, familia Hydridae); también incluye especies que presentan la forma
de medusa (orden Trachylina), medusas de agua dulce (orden Hydroida, suborden

10



Limnomedusae), formas coloniales flotantes (orden Siphonophora), e hidrocorales
gue consisten en colonias de polipos que secretan esqueletos calcareos (orden
Anthoathecata, familia Milleporidae y orden Stylasterina). Finalmente, la clase
Anthozoa comprende dos subclases, la subclase Hexacorallia (Zoantharia) — que
recibe este nombre debido a que presenta multiplos de seis tentdculos — incluye
organismos como anémonas (orden Actinaria), corales negros (orden Antipatharia),
anémonas tubo (orden Ceriantharia), corales scleractinios o pétreos (orden
Scleractinia), corales falsos (orden Corallimorpharia) y zoantidos (orden Zoanthidea).
Por su parte, la subclase Octocorallia (Alcyonaria) — con multiplos de ocho tentaculos
— incluye a los corales blandos (orden Alcyonacea) y a las plumas de mar (orden
Pennatulacea) (Folino-Rorem, 2015). Recientes analisis filogenéticos moleculales
han corrroborado la naturaleza cnidaria de Myxozoa como un fuerte apoyo como

hermano de Medusozoa (Jaimes y Col., 2017).

Octocorallia (Alcyonaria). Incluye
organismos como: corales blandos y
plumas de mar.

— Anthozoa

Hexacorallia (Zoantharias). Incluye:
anemonas de mar,corales
negros,anemonas tubo, corales
scleratineos, corales falsosy zoantidos.

Hydrozoa (Hydra).

— Scyphosoa (Medusa verdadera).

— Medusozoa —

Phylum Cnidaria
|
|

— Cubozoa (Medusa).

—] Staurozoa (Medusas Acechadas).

Figura 1. Esquema de la division del Phylum Cnidaria.
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1.2.2 Toxicidad

El veneno de cnidario es una mezcla compleja de compuestos toxicos Yy, por lo
general, se descarga de forma explosiva tras la activacion de células punzantes
especializadas, llamadas nematocistos. Un avance significativo en la comprension
de la complejidad de los venenos de cnidarios se ha logrado recientemente por
abundancia de estudios gendmicos, transcriptdmicos y proteémicos de organismos
cnidarios y sus venenos. El arsenal toxico del veneno incluye aminas biogénicas de
bajo peso molecular (p. ej., serotonina, histamina, bunodosina, caissarona),
neurotoxinas peptidicas (moduladores y toxinas del canal i6nico, pequefios péptidos
ricos en cisteina y otros), asi como moléculas mas grandes como enzimas
(fosfolipasas y metaloproteasas) y péptidos y proteinas formadores de poros. Dado
qgque muchas proteinas formadoras de poros (PFT) cnidarios son citoliticas y
claramente toxicas para las células y los organismos diana (Podobnik y Col., 2017).

Los cnidarios evolucionaron hace mas de 600 millones de afios, formando uno de los
grupos mas diversos de especies predominantemente marinas. Organismos, que
abarcan alrededor de 13,300 especies. Su caracteristica diagndstica es la presencia
de nematocistos, la Unica de tres categorias de cnidae (nematocistos, espiroquistes
y pticocistos) exclusivo de todos los cnidarios. El nematocisto es la capsula que
contiene las células urticantes. Responsable de la produccion, inoculacion y
descarga de toxinas mediante las cuales los cnidarios capturan a sus presas y se
defienden. Los cnidarios también se han relacionado con potentes toxinas no
proteinicas como las palitoxinas, o eventualmente con cianotoxinas, aparentemente
adquiridas al alimentar a los productores primarios correspondientes. En conjunto,
estas caracteristicas hacen de este filo uno de los animales generalmente téxicos

mas grandes (Rodrigues T, 2020).

Los venenos de los cnidarios son mezclas complejas de compuestos téxicos,
principalmente péptidos y proteinas, que se almacenan en organelos especializados

denominados nematocistos. Estos nematocistos son organulos que miden alrededor
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de 100 um. La estructura de estos organelos consisten en una pared compuesta se
una sustancia parecida a la quitina que se invagina en el apex dando lugar a un
filamento tubular enroscado. En el punto de inicio del filamento la capsula presenta
una tapa que cierra un opérculo. Junto al borde de éste hay un flajelo modificado
llamado cnidocilo con un cinetosoma en su base y que actia a modo de gatillo. Cada
nematocisto esta contenido en una célula urticante que recibe el nombre de cnidocito,
estas células especializadas estan distribuidas principalmente en la epidermis de los
tentaculos, de tal manera que cuando la presa entra en contacto con ellos, los
nematocistos se disparan e inyectan su contenido a través del filamento urticante
(Ozbek y col., 2009).

Ademas de los nematocistos, existen otras estructuras similares, que junto con los
nematocistos reciben el nombre de cnidae o cnidocistos. De este modo, los
cnidocistos en general son utilizados para la captura de presas, la defensa y, en
algunos casos, la adherencia a un sustrato. Los cnidocistos existen como tres tipos:
nematocistos, cargados de veneno; espirocistos, que cumplen una funcién
estructural actuando como barrera fisica; y los pticocistos, que produgen un material

pegajoso utilizado para fijarse a un sustrato (Turk y col., 2009).

La toxicidad de los cnidarios es variable y se han realizado numerosos estudios
toxinoldgicos sobre sus venenos, principalmente en anémonas, medusas e hidras
(Jouiaei y col., 2015). En general, los venenos de cnidarios contienen una gran
variedad de péptidos tal como neurotoxinas, citolisinas, fosfolipasas Az (PLA2) y otras
toxinas (Rosay col., 2015). Ademés, se han encontrado metabolitos secundarios con
potentes actividades toxicas; entre los que destaca la palitoxina y la lofotoxina (Turk
y Kem, 2009).

Al contar con propiedades neurotéxicas, los venenos de cnidarios son una fuente
interesante y vasta de moléculas con una actividad notable en el sistema nervioso
central (Lazcano y col., 2015). Las neurotoxinas se caracterizan por interaccionar
selectivamente sobre proteinas membranales de células musculares y nerviosas.
Entre las cuales se encuentran neurotoxinas dirigidas a canales de Na(+)

dependientes de votaje y canales de K(+) (NaTxs y KTxs respectivamente), (Jouiaei
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y col., 2015). Generalmente, el resultado de esta interaccion es la paralisis de la
presa (Bosmans y Tytgat, 2007). Las toxinas de los corales escleractinios y
coralimorfarios, como las anémonas de mar, no han sido investigadas

exhaustivamente. (Turk y Kem, 2009).

Por otro lado, las citolisinas tienen la capacidad de romper las membranas celulares
de tal manera ayudan a destruir érganos internos para hacer a la presa mas facil de
digerir. Algunas citolisinas actian formando poros en las membranas, produciendo
una desestabilizacién en la concentracion de iones que conduce al rompimiento de
la célula. Las anémonas representan un ejemplo claro de organismos cuyos venenos
presentan este tipo de citolisinas. En la anémona Actinia equina se han encontrado
al menos 5 isoformas de proteinas formadoras de poro denominadas en conjunto
equinatoxinas (Anderluh y col.,, 2002). Ademas de las equinatoxinas, se han
encontrado otras isoformas en otras especies de anémonas; como las esticolisinas
(Kem y Dunn, 1988) y las magnificalisinas (Khoo y col., 1993). Todas estas toxinas
formadoras de poro constituyen la familia de las actinoporinas. Otro tipo de citolisinas
gue son comunes en los venenos cnidarios son las enzimas con actividad de
fosfolipasa Az (PLA2). Estas enzimas hidrolizan fosfolipidos de membrana
produciendo la liberacion de acidos grasos (Nevalainen y col., 2004). Estas enzimas
estan muy extendidas en la naturaleza. Las PLA2 de diversos venenos pueden llegar
a presentar actividad neurotoxica, miotdxica, anticoagulante y hemolitica (Kini, 2003).
La relacién entre la capacidad de alteracién de las membranas por parte de proteinas
citoliticas y la actividad de la PLAz se ha revisado ampliamente; los fosfolipidos son
uno de los principales componentes quimicos de la membrana celular, por lo que las
enzimas como las PLA2 que son capaces de hidrolizar estas moléculas estan
involucrados en procesos de alteracion de la membrana (Del Monte y col., 2013).

La amplia gama de estudios toxinolégicos sobre los venenos de algunos cnidarios se
debe su toxicidad en humanos; que puede ser severa, como el caso de las “avispas
de mar” que genera colapso cardiovascular inmediato y muerte en pocos minutos
(Yanagihara y Shohet, 2012); o puede ser leve, como los “corales de fuego” que

generan irritaciones locales dolorosas al contacto (Garcia-Arredondo y col., 2015). A
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pesar de esto, muchas toxinas de cnidarios han destacado por su uso potencial para
el desarrollo de nuevos farmacos prototipo dirigidos al tratamiento de diversas
enfermedades, mientras otras han destacado por su uso como herramientas de
investigacion para el estudio de diversos procesos fisioldgicos (Jouiaei y col., 2015).
Durante las ultimas décadas, el interés por la biologia y la utilizacion de los cnidarios
ha crecido y una serie de metabolitos anticancerigenos y compuestos antioxidantes
se han aislado en el interés de la salud humana y se ha visto que tienen actividad a

nivel celular (Luigi, 2013).

1.2.3 Arrecifes de coral

Algunos cnidarios de la clase Anthozoa e Hydrozoa forman estructuras esquéleticas
de carbonato de calcio, se distribuyen en zonas tropicales y subtropicales
contribuyendo a la formacion de la base de los arrecifes de coral (Watanabe, 2007).
Los arrecifes de coral se encuentran entre los ecosistemas marinos mas productivos,
y se estima que la diversidad biol6gica en estos ecosistemas es mas alta que en los
bosques lluviosos tropicales. Los arrecifes de coral son la fuente de un gran grupo
de productos naturales estructuralmente Unicos con relevancia biomédica (Sarmiento
y Col, 2016).

Juegan un papel ecolégico y econdmico vital, ya que participan en los ciclos
biogeoquimicos globales, proveen zonas de crianza para peces e invertebrados, dan
proteccion a la linea de costa y abastecen a muchas poblaciones con bienes y
servicios tales como alimento, posibilidades recreacionales y beneficios culturales

El arrecife de coral es la mas diversa de todas las comunidades marinas. La
estructura del arrecife mismo esta formada por cnidarios que viven en colonias. Cada
polipo de la colonia secreta su propio esqueleto rico en calcio, que luego pasa a
formar parte del arrecife. Alrededor de la mitad de la sustancia viva de un arrecife de

coral puede consistir en algas verdes que viven dentro de él.
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Los arrecifes de coral pueden ser considerados como ecosistemas relativamente
raros. Ellos ocupan menos del 1% del ambiente benténico global, que se traduce
como aproximadamente 250000 km?2 del fondo marino. A pesar de su pequefia
proporcion, los arrecifes de coral son responsables de numerosos servicios
ecosistémicos, que son esenciales para el bienestar humano y para la forma en que
actualmente vivimos nuestras vidas por la costa (Ellif y col., 2017).

Los arrecifes coralinos son ecosistemas marinos que destacan por la riqueza y
abundancia de especies de invertebrados y peces asociados a ellos que los pueden
ocupar como refugio, crianza o area de alimentacion. (Landa y col., 2013)

Los arrecifes de coral se encuentran entre los ecosistemas mas notables del planeta,
Estos arrecifes de coral son el hogar de 25% de todas las especies de peces marinos,
el 70% de todos los arrecifes tropicales pueden ser destruidos en 2050.

A pesar de ocupar menos del 1% del fondo marino, se considera que son los
ecosistemas mas diversos y productivos de los océanos (Martinez y col., 2007).

Los arrecifes de coral constituyen el ecosistema mas productivo y diverso desde el
punto de vista biolégico y proporcionan diversos bienes y servicios, incluidos los
relacionados con la pesca, el turismo marino, la proteccion costera y la medicina.
(William y col., 2015).

Los arrecifes de coral son una fuente de alimento y sustento para al menos 100
millones de personas en todo el mundo, apoyan a las principales industrias (pescay
turismo), juegan un papel clave en la estabilizacidn de las costas y su alta diversidad
genética y rivaliza con la de los bosques lluviosos tropicales. Esta biodiversidad esta
empezando a ser explotada en la busqueda de compuestos bioactivos que podrian

beneficiar a la humanidad (Leser M, 2004).

1.2.4 Corales escleractinios.

Un tipo de cnidarios particularmente abundantes en todos los arrecifes de coral a
nivel mundial son los corales escleractinios. Estos organismos son considerados
como los primeros en orden de importancia de los organismos formadores de

arrecifes (Dumont, 2009). Los arrecifes de coral son algunos de los ecosistemas
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marinos mas biolégicamente complejos y amenazados en la Tierra. Los corales
escleractinios crean arrecifes mediante la deposicion de carbonato de calcio y su
supervivencia enmarca el mantenimiento de un habitat que proteja la costa y
albergue altos niveles de biodiversidad (Hedouin, 2016). En las aguas territoriales de
México se cuenta con gran parte de la segunda barrera coralina mas grande del
mundo, el Gran Cinturéon de Arrecifes del Atlantico Occidental. En esos arrecifes, son
abundantes los corales escleractinios, como Siderastrea siderea, Porites astreoides
y Diploria strigosa (Figura 2), que a pesar de no ser considerados toxicos para los
humanos podrian ser una fuente considerable de nuevos prototipos de farmacos.
Aungue estas especies son abundantes, hasta el momento no se tienen registros
toxinologicos sobre los venenos de estas especies. Los estudios sobre estas
especies estan enfocados en aspectos ecoldgicos. Sin embargo, también es
importante conocer los mecanismos de defensa que les permite alimentarse y

defenderse de sus depredadores.

Figura 2. Fotografias de corales escleractinios: A) Diploria strigosa, B) Porites
astreoides y C) Siderastrea siderea

Los corales escleractinianos son los principales constructores de habitat de los
arrecifes de coral modernos. Como tales, son componentes criticos de uno de los
ecosistemas mas diversos de la tierra, albergando 32 de los 34 phyla animales
reconocidos, incluyendo 800 especies de corales duros y mas de 4000 especies de
peces (Birkeland, 1997; Spalding et al., 2001).
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JUSTIFICACION

Los cnidarios son considerados como el phylum mas grande de animales
generalmente toxicos y sin duda son una fuente novedosa de productos naturales
bioactivos Utiles en la generacion de nuevos compuestos principalmente farmacos o
herramientas farmacol6gicas para el estudio de fisiologia celular. En este sentido, la
evaluacion de la bioactividad de los extractos de cnidarios proporciona una vision
general de las propiedades de sus compuestos y sus posibles aplicaciones
farmacoldgicas. Ademas, estas evaluaciones son importantes, ya que permiten

obtener informacioén sobre la toxicidad y los mecanismos de defensa de los cnidarios.

A pesar de que la mayoria de los estudios toxicolégicos de cnidarios se han centrado
en la clase Anthozoa, el orden Scleractinia permanece relativamente inexplorado.
Los corales escleractinios, también llamados corales pétreos, son los cnidarios
formadores de arrecifes mas abundantes que se encuentran en los arrecifes de coral
de todo el mundo. En un estudio anterior, se encontré toxicidad variable en varios

corales escleractinios de la Gran Barrera de Coral.
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2. HIPOTESIS

Los corales escleractinios Siderastrea siderea, Porites astreoides y Diploria strigosa
producen toxinas con diferentes efectos farmacoldgicos con igual o mayor potencia

gue otros cnidarios previamente estudiados.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Determinar el potencial farmacologico de los corales escleractinios
Siderastrea siderea, Porites astreoides y Diploria strigosa mediante la evaluaciéon de

los efectos bioldgicos y bioquimicos de sus extractos acuosos.

3.2. Especificos

e Determinar la presencia de citolisinas en los extractos acuosos de los corales
mediante la evaluacion de la actividad hemolitica en eritrocitos de rata y

humano.

e Determinar el efecto de los extractos sobre el tono del musculo liso vascular

mediante el ensayo de aorta aislada de rata.

e Evaluacién de la capacidad toxica de los extractos mediante la determinacion

de los valores de dosis letal media (DLso) en grillos.

e Identificar la presencia de enzimas comunes en venenos mediante la

evaluacion de actividad de PLA2, proteasas y hialuronidasas.
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiales

D-glucosa, NaCl, MgClz, CaClz y etanol absoluto de grado HPLC se obtuvieron de J.
T, Baker (USA). El &cido citrico y citrato de sodio fueron obtenidos de Sigma (USA).
Los reactivos utilizados en la determinacion de la concentracion de proteinas fueron
adquiridos de Bio-Rad (USA).

4.2. Métodos
4.2.1. Recoleccién y preparaciéon de los extractos acuosos

Se recolectaron fragmentos de los cnidarios mediante inmersiones de buceo a
profundidades de 4 a 10 m en arrecifes de coral situados en el Parque Nacional
Arrecife de Puerto Morelos. Posteriormente, el material se congeld, se almacenara

en hielo seco y se transportd a nuestros laboratorios en Querétaro.

Se prepararon los extractos de cada especie mediante agitacion de los fragmentos
en agua desionizada durante 24 h a 4 °C. De este modo se induce la descarga del
contenido de los nematocistos. Los extractos resultantes se centrifugaron a 3,000
rpm durante 15 min a 4 °C y los sobrenadantes se liofilizaron. Los polvos liofilizados
se agitaron en agua desionizada durante 20 min a 4 °C y se centrifugaron
nuevamente para eliminar material insoluble. Estos extractos acuosos se

almacenaron a -70 °C.
4.2.2. Concentracion de proteinas totales

Las proteinas se determinaron por el ensayo de Bradford (1976), usando un estandar

para la curva de calibracion preparado con albimina de suero bovino liofilizado.
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4.2.3. Actividad hemolitica

Se evalué la actividad hemolitica de los extractos acuosos bajo condiciones
previamente descritas (Torresy col., 2008). Para esto 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 &cido citrico). Posteriormente, se tomaron
alicuotas de 50 ul de una suspension de eritrocitos al 1 % en solucién amortiguadora
de Alsever mas la muestra a evaluar disuelta en 50 ul de la misma solucion. Los
tubos se llevaron 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 centrifug6 a 2,500 rpm (1,430 x g) durante 4 mina 4 °Cy el
resultado de la hemdlisis se evaluarén 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 expresa como el porcentaje
de hemoglobina liberada comparado con la hemoglobina presente en la hemdlisis
total producida por la suspension de las muestras de eritrocitos en agua desionizada.
Una unidad hemolitica media (UHso) se define como la cantidad de proteina requerida

para producir un 50 % de hemodlisis.
4.2.4. Ensayo de aorta aislada de rata

Se evalué la actividad vasoconstrictora de los extractos sobre segmentos de aorta
aislados de rata (Garcia-Arredondo y col., 2015). Se utilizaron ratas machos de la
cepa Wistar (peso aproximado de 200 g) que se sacrificaron por decapitacién con
una guillotina. Posteriormente, se extrajo la aorta toracica descendiente y se colocé
en solucién fisiologica de Krebs-Henseleit sobre un bafio de hielo y se gasifico
constantemente con 95 % O2 y 5 % CO2. Inmediatamente después de extraer el
tejido, se limpid su interior con la misma solucion de Krebs-Henseleit. Se eliminé el
tejido conectivo de la aorta y se cortaron segmentos de 4 a 5 mm de longitud. Los
segmentos se montaron entre ganchos de acero inoxidable suspendidos en camaras
de bafio organico que contenia solucion de Krebs-Henseleit (pH 7.4; 126.8 mM NacCl,
5.9 mM KClI, 2.5 mM CaClz, 1.2 mM MgSOa4, 1.2 mM KH2PO4, 30 mM NaHCOs3, 5 mM
dextrosa) oxigenada constantemente a 37 °C. Todos los tejidos se estabilizaron
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durante 60 min a una tensién de 1.5 g a 37 °C. Durante este periodo los tejidos se
lavaron cada 15 min. Después del ajuste final a la tensién basal de 1.5 g, los
segmentos de aorta se contrajeron primero con KCI| (100 mM) para sensibilizar el
tejido. Posteriormente, los tejidos se lavaron y se restablece la tension basal para
contraer con fenilefrina (1 uM), se registr6 el grado de contraccion a los 15 min, este
valor se tom6 como referencia del 100% de contraccion. Los tejidos nuevamente se
lavaron, se recuperd su tension basal y se evaluaron los extractos a diferentes
concentraciones (n = 3). Los cambios en la tension isométrica se midieron con
transductores de fuerza acoplados a un poligrafo Grass 7D de cuatro canales de

registro.
4.2.5. Toxicidad en grillos (Acheta doméstica)

Se evaluo la toxicidad de los extractos acuosos en grillos (Acheta doméstica) de
aproximadamente 400 mg de peso, siguiendo un método previamente reportado
(Herzig y col., 2008). Para esto, se les inyectd los extractos a diferentes
concentraciones (0.1, 0.32, 1.0, 3.2, 10, 31.6 y 100 pg de proteina/grillo) en la zona
metatoracica disuelto en 20 yl de solucion salina para insectos (pH 7.2; NaCl 200
mM, KCI 3.1 mM, 2 mM NaHCO3, 4 mM MgCI2, 5.4 mM CaCl2, 0.1 mM Na2HPO4)
con una jeringa de insulina ultrafina de 1 ml. Se realizaron 5 repeticiones para cada
concentracion de extracto. Se contd el nimero de muertes en cada concentracion
después de 24 y 48 horas de la administracién del veneno. La DLs, se determinara
mediante un ajuste no lineal. Después del ensayo, todos los grillos sobrevivientes se

sacrificaron en una camara de eutanasia con cloroformo.

4.2.6. Ensayos bioquimicos
A. Actividad de fosfolipasa Az (PLA2)

Se evalud la actividad de PLA:2 de los extractos mediante un ensayo colorimétrico
(Cayman Chemical, USA). Este ensayo utiliza como sustrato al analogo 1,2-ditio
diheptanoil fosfatidilcolina. Los tioles libres generados por lidrélisis del enlace tioéster
en la posicion sn-2 son detectados utilizando el reactivo DTNB [(5,5’-ditio-bis-(acido
2-nitrobenzoico)]. Los cambios de color se monitorearon con un lector de placas a
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414 nm cada minuto por al menos 5 minutos. Se utiliz6 como control positivo una
PLA:2 de veneno de abeja. La actividad enzimatica se expresa en umol de sustrato

hidrolizado/min/mg de proteina.
B. Actividad de proteasa

Se evalué la actividad de proteasa de los extractos mediante el método de actividad
caseinolitica (Murata y col., 1963). Se utilizaron 100 pl de muestra a diferentes
concentraciones y se mezclaron con 400 pl de caseina al 2% en amortiguador (0.2
M Tris-HCl a pH de 7.5). Las mezclas se incubaron a 37°C durante 30 min. Posterior
al periodo de incubacion, se detuvo la reaccién adicionando 1.5 ml de 0.44 M de
acido tricloroacético y dejando reposar por 30 minutos a temperatura ambiente.
Entonces la mezcla se centrifugo a 2,500 rpm durante 15 minutos. De cada mezcla
se tomo una alicuota de 1 mly se mezclé con 2.5 ml de 0.4 M de carbonato de sodio
y 0.5 ml de reactivo de Folin diluido 1:2. El desarrollo de color se detectd con un
espectrofotometro a 600 nm. Como control positivo se utiliz6 una proteasa de
Streptomyces griseus. La actividad enzimética se expresdé en umol de sustrato

degradado/min/mg de proteina.
C. Actividad de hialuronidasa

La actividad de hialuronidasa se determiné mediante un método turbidimétrico. (Di
Ferrante, 1956). Este método se basa en la interaccion entre el &cido hialurénico y el
hexadecil-trimetil-amonio. Para esto, se utilizaron diferentes concentraciones de los
extractos diluidos en 150 ul de amortiguador (0.2 M de acetato de sodio con 0.15 M
de cloruro de sodio, pH 6), mismas que se incubaron en presencia de 100 ul de
substrato (1 mg de sal de sodio de acido hialurénico de Streptococcus equi en un ml
de amortiguador) durante 15 minutos a 37°C. Después del periodo de incubacion, se
agrego a cada muestra 1 ml de hexadecil-trimetil-amonio al 2.5% en NaOH al 2%.
Después de un periodo de reposo de 30 min a temperatura ambiente se midi6 la
turbidez resultante en un espectrofotometro a 400 nm. Como control positivo se
utilizé una hialuronidasa bovina tipo IV-S a las mismas concentraciones y

condiciones que el veneno. La actividad enzimatica se expresé en unidades
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reductoras de la turbidez (TRU)/mg. Una unidad de actividad corresponde a la
cantidad de enzima que produce una reduccion del 50% de la turbidez producida por

0.1 mg de sustrato bajo las condiciones antes descritas.
4.2.7. El andlisis estadistico

El programa Prism version 5.00 (GraphPad Software, EE.UU.) se utilizé para todos
los andlisis de datos y estadisticas. Cada curva de concentracion-respuesta se
representa por triplicado utilizando eritrocitos de un animal. Para cada curva, el HUso
se estima mediante el registro apropiado (agonista) contra la respuesta usando un
andlisis de regresion no lineal. El HUso de cada condicidon experimental se expresa
como media + SEM (n = 3) y se realizaran multiples comparaciones mediante el
analisis unidireccional de varianza seguido por el test de Tukey. Todas las pruebas

se consideraran valores estadisticamente significativos de p <0,05.
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3. Resultados

3.1 Concentracion de proteina

Los extractos acuosos de los tres corales presentaron concentraciones similares de
proteinas totales. El extracto de P. strigosa presenté una concentracion de proteina
de 10.8 mg/g del polvo liofilizado, el extracto de P. astreoides mostré6 una
concentracion de proteina de 12.9 mg/g y el extracto de S. siderea presentd una
concentracion de proteina de 10.8 mg/g.

3.2. Actividad hemolitica

Todos los extractos presentaron actividad hemolitica, de manera dependiente de la
concentracion, en eritrocitos de rata y humano (Figura 1). La Tabla 1 muestra los
valores de UHso calculados para los extractos sobre ambos tipos de eritrocitos. Los
resultados obtenidos de las evaluaciones con eritrocitos de rata mostraron que el
extracto de P. strigosa fue significativamente mas potente que los otros dos
extractos. Cuando los extractos fueron evaluados en eritrocitos humanos, se observé
que la actividad hemolitica de los tres extractos fue similar. Puede observarse que
los eritrocitos de humano fueron significativamente mas sensibles al extracto de P.

astreoides que los eritrocitos de rata.

Tabla 2. Actividad hemolitica de los extractos acuosos en eritrocitos de rata y

humanos expresada en UHso (g proteina/mL).

Eritrocitos de rata Eritrocitos de humano
P. strigosa 0.059 £ 0.015 0.107 £0.042
P. astreoides 32.43 + 0.955* 3.373 £ 1.4457
S. siderea 2.476 £ 0.337 3.602 + 0.987

*Diferencia significativa (P<0.05) comparando la actividad entre los extractos.
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TDiferencia significativa (P<0.001) comparando la actividad de cada extracto sobre
ambos tipos de eritrocitos.
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Figura 1. Curvas concentracion-respuesta que muestran la actividad hemolitica

de los extractos acuosos en eritrocitos de rata (A) y humano (B).
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3.3 Actividad vasoconstrictora

Los tres extractos acuosos indujeron un efecto vasoconstrictor sobre los segmentos
de aorta aislada de rata (Figura 2). La Tabla 2 muestra los valores de CEsoy Emax
calculados para los extractos. Es importante mencionar que la actividad de los
extractos fue irregular, a concentraciones menores a 10 pg de proteina/mL la
vasoconstriccion fue sostenida; pero a concentraciones altas (100 pug de proteina/mL)
la vasoconstriccion fue transitoria. A una concentracion de 316 ug de proteina/mL la
vasoconstriccién inducida por los extractos disminuy6é considerablemente. Estas
irregularidades pueden deberse a la presencia de componentes vasodilatadores y
vasoconstrictores en los extractos. Las comparaciones entre las actividades de los
extractos mostraron que el extracto acuoso de D. strigosa fue significativamente mas

potente y efectivo.

Tabla 2. Actividad vasoconstrictora de los extractos acuosos en aorta aislada de rata.

CESO Emax

(ug proteina/mL) (% Respuesta)
P. strigosa 0.983 +0.17* 102.8 £ 5.63*
P. astreoides 16.97 £5.91 58.37 + 15.94
S. siderea 28.22 £9.17 36.91 +11.00

*Diferencia significativa (P<0.05) comparando la actividad entre los extractos.
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Figura 2. Curvas concentracion-respuesta que muestran la actividad

vasoconstrictora de los extractos acuosos.

3.3. Toxicidad en grillos

Los resultados de la actividad insecticida mostraron que todos los extractos fueron
letales a grillos con una potencia similar, su letalidad no aumenté significativamente
con el tiempo. La Figura 3 muestra las curvas de dosis-respuestay la Tabla 3 muestra
los valores de la DLso. Los extractos no inducen una paralisis inmediata, pero en

concentraciones mas altas la motilidad se redujo gradualmente.

Tabla 3. Toxicidad de los extractos acuosos en grillos expresada en valores de DLso

(g proteina/mL).

24 h post-inyeccion 48 h post-inyeccion

P. strigosa 33.99 £ 0.64 21.13+2.54
P. astreoides 37.91+12.03 33.25 +£8.29
S. siderea 156.7 + 49.07 37.35+2.18
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Figura 3. Toxicidad de los extractos en grillos (A. domestica). Curvas dosis-
respuesta a las 24 h (A) y 48 h (B) después de la administracion de los extractos.
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3.4. Actividad enzimética
Los resultados de las evaluaciones de la actividad enzimatica indicaron que todos
los extractos acuosos presentaron actividades de la PLA2 y de serina proteasa, pero

no presentan actividad de hialuronidasa. Estos resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Actividad enzimatica de los extractos acuosos.

Actividad de PLA2 Actividad de Actividad de
(umol/min/mg) serina proteasa hialuronidasa
(U/mg) (TRU/mg)
P. strigose 0.03 £ 0.001 10.27 £1.99 -
P. astreoides 0.048 + 0.002 11.81£2.69 -
S. sidereal 0.043 £ 0.001 3.95+0.385 -
Control 21.268 + 1.965 21.08 £ 1.857 149.51 + 1.405




4. Discusioén

En general, los cnidarios se consideran una fuente importante de compuestos
bioactivos, ya que este phylum ha proporcionado un gran niamero de productos
naturales con diversas propiedades estructurales. Muchos de estos compuestos
podrian ser utilizados para el desarrollo de nuevos farmacos (Turk y Kem, 2009;
Tejuca y col., 2009; Wei y col., 2013; Mariottini y Pane, 2014; Jouiaei y col., 2015;
Mariottini 'y Grice, 2016), herramientas farmacoldgicas para investigar los
mecanismos moleculares basicos de la insercion de proteinas lipidicas e
interacciones de proteinas (Alvarez y col., 2009a) y bioinsecticidas (Bosmans y
Tytgat, 2007; Yan y col., 2014). Muchos de los estudios toxicolégicos de los cnidarios
se han enfocado principalmente en el analisis electrofisiolégico y en las propiedades
citoliticas de las toxinas anémonas (Orden Actiniaria, clase Anthozoa). Otros
cnidarios han sido ampliamente estudiados debido a su toxicidad para los seres
humanos (Clase Cubozoa, Hydrozoa y Scyphozoa), ya que es importante conocer
sus mecanismos de envenenamiento con el fin de establecer tratamientos
adecuados. Sin embargo, a pesar de su amplia distribucion en los arrecifes de coral,
los corales escleractinios han sido poco estudiados. Esto es probablemente debido
a la dificultad de separar los tejidos blandos del esqueleto calcareo (Gunthorpe y
Cameron, 1990) y al hecho de que son inofensivos para los seres humanos.

En este estudio, se evaluaron por primera vez las propiedades bioactivas de los
extractos acuosos de tres corales escleractinios colectados en el Caribe Mexicano.
Teniendo en cuenta que los venenos de los cnidarios estdn compuestos
principalmente por péptidos y proteinas (Jouiaei y col., 2015), todos los resultados
gue se presentan aqui se expresan en cantidad de proteina. Sin embargo, se reporta
también el rendimiento de proteina de cada gramo de polvo liofilizado para cada
extracto.

Las citolisinas han sido ampliamente reportadas en varios venenos de cnidarios,
mismas que inducen hemalisis contra eritrocitos de diferentes especies (Mariottini y

el panel, 2014). La mayoria de las citolisinas provenientes de cnidarios se han aislado
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de anémonas y actian mediante la formacion de poros en las membranas celulares,
una serie de publicaciones han descrito sus caracteristicas estructurales vy
funcionales (Anderluh y Macek, 2002; Norton, 2009; Alvarez y col, 2009b; Kristan y
col., 2009; Rojko y col., 2016). Anteriormente se ha reportado la actividad hemolitica
en eritrocitos de oveja de 57 extractos acuosos de corales escleractinios recogidos
en La Gran Barrera Coralina, en Australia. En ese estudio, se encontré que la
mayoria de los extractos son potentes en actividad hemolitica, causando mas de 90%
de hemolisis (Gunthorpe y Cameron, 1990). Los resultados obtenidos en este estudio
mostraron que los eritrocitos de rata fueron mas sensibles para los extractos de P.
strigosa y S. siderea, mientras que el extracto de P. astreoides fue mas potente en
los eritrocitos humanos. En un estudio previo, se reportaron las propiedades
hemoliticas de M. complanata (Garcia-Arredondo y col., 2014), un hidrocoral (clase
Hydrozoa) que habita comiunmente en los arrecifes de coral del Caribe Mexicano que
se caracterizan por su capacidad de inducir efectos toxicos locales a los seres
humanos; entre los que se incluye: dolor severo, erupciones y ampollas en la piel
humana (Rojas-Molina y col., 2012). En comparaciéon con M. complanata, en este
estudio se encontré que la actividad hemolitica del extracto acuoso de P. strigosa fue
incluso mas potente en ambos tipos de eritrocitos. Estos resultados sugieren
importantes diferencias entre los mecanismos hemoliticos que presenta cada
especie.

En algunos estudios, se ha encontrado que el alto grado de toxicidad de los cnidarios
se debe principalmente a las complicaciones cardiovasculares que provocan, por lo
gue algunas investigaciones se han enfocado en la obtencién de informacion sobre
sus efectos sobre el sistema cardiovascular; encontrandose que los efectos varian
dependiendo de la especie (Suput, 2009; Seymour y col., 2015). Por ejemplo, el
veneno de la medusa gigante Nemopilema nomurai, administrado por via intravenosa
en ratas, indujo hipotensién dependiente de la dosis y bradicardia. Este veneno
también produjo contraccion de segmentos de aorta aislados de rata (Kim y col.,
2006). El extracto de tentaculos de la medusa Cyanea capillata indujo contraccion
tanto en segmentos de aorta aislados de rata de una manera independiente de

endotelio (Wang y col., 2013). Los extractos acuosos de los hidrocorales M. alcicornis
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y M. complanata también indujeron vasoconstriccion en segmentos de aorta aislados
de rata (Ibarra-Alvarado et al., 2007; Garcia-Arredondo y col., 2011). Por el contrario,
el veneno del sifonéforo cominmente conocido como fragata portuguesa (Physalia
physalis) produjo vasodilatacion, dependiente de la dosis, en segmentos de aorta
aislada de conejo (Loredo y col., 1986).

Hasta el momento, no se conocen los mecanismos de accion involucrados en los
efectos de los cnidarios sobre el sistema cardiovascular (Seymour y col., 2015). La
toxina formadora de poro EQT lll, aislada de la anémona de mar Actinia equina, se
une a las membranas del musculo liso vascular causando un ligero aumento en la
tension de los segmentos de arterias coronarias porcinas (Suput, y col., 2001). Esto
muestra que las citolisinas contribuyen en cierta manera en la generacion de un
efecto vasoconstrictor; sin embargo, se sabe que las citolisinas no son las principales
toxinas responsables de dicho efecto (Seymour y col., 2015). En este estudio, se
encontr6 que los extractos acuosos de los tres corales escleractinios también
indujeron vasoconstriccion en los segmentos de aorta aislados de rata. El extracto
de P. strigosa fue el mas potente, mostrando un valor de CEso similar a los valores
calculados con los extractos de M. alcicornis y M. complanata (Garcia-Arredondo y
col., 2011), ambos considerados toxicos para los seres humanos (Rojas-Molina y
col., 2012). Es importante mencionar que los efectos de estos corales escleractinios,
sobre el tono vascular, fueron irregulares. A concentraciones altas parece
predominar un efecto vasodilatador, principalmente en el caso de P. astreoides y S.
sidérea; lo que sugiere la presencia de compuestos vasodilatadores en los extractos.
La toxicidad de los extractos en grillos fue determinada con el fin de proponer un
bioensayo sencillo que permita obtener datos toxicolégicos comparativos. Este
ensayo es ampliamente utilizado para evaluar la actividad toxicolégica de venenos
de arafas y escorpiones, debido a que se alimentan de insectos (Herzig y col., 2008).
Las presas naturales de los cnidarios por lo general son peces y crustaceos; en
particular, los corales escleractinios se alimentan de crustaceos pequefios y
zooplancton (Houlbreque y Ferrier-Pages, 2009). Sin embargo, se ha reportado
desde un punto de vista evolutivo la presencia de toxinas selectivas contra insectos

en venenos cnidianos; principalmente péptidos que afectan a los canales Na* y K*.
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Dicha explicacion se basa en que los insectos y los crustaceos derivan de un
ancestro en comun (Bosmans y Tytgat, 2007). En este estudio, se encontré que los
extractos de los tres corales escleractinios fueron letales para los grillos con valores
similares de DLso. Incluso, estos valores son similares a los de las DLso encontradas
para tarantulas (Garcia-Arredondo y col., 2015). Esto indica que la toxicidad en grillos
representa un buen modelo para evaluar actividad biol6gica de cnidarios.

En éste estudio se evaluaron también algunas de las actividades enzimaticas mas
comunes reportadas para venenos de animales, estableciendo que los extractos de
los corales escleractinios inducen PLA2 y actividad de serina proteasa. La presencia
de actividad PLA2 ha sido ampliamente reportada en venenos de varias especies de
cnidarios (Nevalainen y col., 2004; Mariottini y Pane, 2014), siendo las especies del
género Millepora las mas activas. En este estudio, se encontr6é que los tres corales
escleractinios presentaron niveles de actividad similares a los extractos de M.
complanata y M. alcicornis (Garcia-Arredondo, y col., 2011). Se ha propuesto que la
presencia de enzimas PLA2 en los venenos de cnidarios tiene un papel importante
en la defensa, inmovilizacién y digestion de las presas (Nevalainen y col., 2004;
Mariottini y Pane, 2014). Ademas, algunos estudios han relacionado la actividad de
la PLA2 con la hemdlisis (Ibarra y col., 2007; Radwan y Aboul-Dahab, 2004).

En un estudio transcriptémico, se realiz6 la identificacion de toxinas putativas en el
coral escleractinio Acropora digitifera. Ese estudio revelo la posible presencia de
toxinas con actividad enzimética de PLA2, serina proteasa y hialuronidasa en dicho
coral (Gacesa y col., 2015). En otro estudio similar, se detecté la presencia de
enzimas serina protasa en el veneno de la medusa Cyanea capillata (Liu y col., 2015).
Las enzimas serina proteasas se han detectado en varios venenos de animales,
tienen relacion con funciones fisiologicas como: agregacién plaquetaria, actividad
fibrinolitica, propagacion de otras toxinas e induccion de modificaciones post-
traduccionales de otras toxinas (Casewell y col., 2009; Serrano y Maroun, 2005; Ma
y col., 2009).
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5. Conclusiones

Los resultados de este estudio mostraron que los extractos acuosos de los tres
corales escleractinios P. strigosa, P. astroides, y S. sidérea; inducen actividades
biolégicas similares a las observadas con otros cnidarios potencialmente toxicos para
los seres humanos. Evidentemente, los corales escleractinios, al igual que otros
cnidarios, contienen una serie de potentes toxinas; representando una importante
fuente de nuevos compuestos bioactivos. Esta claro que una mezcla compleja de
toxinas potentes no soélo les sirve a estos corales para capturar a sus presas, Sino
gue también podrian desempefiar un papel importante para disuadir a sus
depredadores. El hecho de que estos corales no se consideran toxicos para los seres
humanos puede deberse a la falta de nematocistos capaces de penetrar en la piel

humana.
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