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RESUMEN

Millepora complanata es un cnidario de exoesqueleto calcareo perteneciente a la
clase Hydrozoa que se encuentra distribuido ampliamente en arrecifes de coral del
Caribe Mexicano. Este organismo se conoce comunmente como “coral de fuego”
debido a su capacidad de causar lesiones dolorosas similares a quemaduras en la
piel humana para las que no se conoce un tratamiento adecuado. En estudios
previos se ha encontrado que el extracto acuoso de este cnidario contiene
hemolisinas termolabiles de naturaleza proteica que actlan de manera rapida, y
hemolisinas termoestables de naturaleza no proteica de accién lenta. La
caracterizacion de la actividad de estas hemolisinas es importante para mantener
los mecanismos de defensa de estos organismos, que ademas es importante para
la aplicacién de tratamientos y cuidados adecuados para las victimas por contacto
con especies del género Millepora. Es éste estudio, se evalud la actividad de las
hemolisinas termolébiles del extracto acuoso de M. complanata bajo diferentes
condiciones. De este modo se encontré que dichas hemolisinas de accién rapida
ejercen actividad de manera mas potente sobre eritrocitos de roedores que sobre
eritrocitos de pollo y humano. También se encontr6 que la actividad hemolitica de
estas hemolisinas inicia desde los diez minutos de incubacion y que en
comparacion con otras hemolisinas de cnidarios son relativamente méas estables a
la temperatura con un rango de 28 a 50°C. Por otra parte, el andlisis de las
hemolisinas termoestables mostré que estas inducen una actividad hemolitica lenta
en comparacion con el rapido efecto hemolitico inducido por las hemolisinas
termoldbiles. Asi mismo, se encontraron evidencias que sugieren que las
hemolisinas termoestables provienen de los tejidos de M. complanata y no de sus
dinoflagelados simbiontes ni de los nematocistos del hidrocoral. De manera
adicional, se evalu6 la actividad toxica del extracto acuoso de M. complanata
mediante dos modelos de insectos, asi se encontr6 que los grillos (Acheta
domestica) constituyen un buen modelo para evaluar la toxicidad del extracto de
este hidrocoral.

Palabras clave: Hemolisinas, Millepora complanata, toxicidad en grillos.



1. ANTECEDENTES

1.1. Phylum Cnidaria.

Los cnidarios son organismos acuaticos que en su mayoria, se encuentran
ampliamente distribuidos en ecosistemas marinos poco profundos, mas
comunmente en zonas climaticas calidas y regiones tropicales. Presentan cuerpos
de simetria radial con una organizacién corporal relativamente simple que consta
de un saco hueco con una cavidad gastrovascular que contiene una sola abertura
gue cumple con la funcién de boca y ano. Esta abertura esta rodeada de tentaculos
gue son utilizados para conducir el alimento hacia la cavidad gastrovascular. Por
otra parte, la forma de sus cuerpos se puede clasificar en dos tipos, los cuales se
muestran en la Figura 1. La forma de pdlipo, que se asemeja a un pequefio saco
gue en su extremo inferior posee una ventosa o disco pedal con la que se anclan a
un sustrato, roca u objeto marino de una manera similar a como lo hacen los
moluscos a las conchas; mientras que en su parte superior se encuentra la boca.
La forma de medusa, que estd adaptada para la flotacion y, para desplazarse por el
agua, crea contracciones ritmicas a lo largo de todo su cuerpo, absorbiendo agua
desde su cavidad gastrovascular y expulsandola, de tal manera que la utiliza como

"propulsor”, ademas de poseer la boca en su parte inferior.

Boca ) Cavidad Gastrovascular
Tentaculo

Ectodermo
Mesoglea
Endodermo

Cavidad Gastrovascular Tentaculo

Pdlipo Medusa

Figura 1. Fisionomia de los cnidarios. Formas de: a) pdlipo y b) medusa.



Las paredes del cuerpo de los “cnidarios” constan de dos capas celulares: la

epidermis externa (ectodermo) y la gastrodermis interna (endodermo) entre las

cuales se encuentra un material gelatinoso llamado mesoglea (Ozbek y col., 2009).

Actualmente los cnidarios se encuentran agrupados en cinco clases taxonomicas

principales de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas que son reconocidas por

la mayoria de los sistemistas (Figura 2).

Clase Anthozoa: una de sus caracteristicas fisicas particulares es que la
cavidad gastrovascular se encuentra dividida en septos; esta clase se divide
a su vez en dos subclases. La Hexacorallia (Zoantharia), que recibe este
nombre debido a que presenta multiplos de seis tentaculos, incluye
organismos del tipo anémonas (orden Actinaria y Ceriantharia) y distintos
corales (orden Antipatharia, Scleractinia y Corallimorpharia) (Rojas-Molina y
col., 2012). La subclase Octocorallia (Alcyonaria), que cuenta con multiplos
de ocho tentaculos, incluye corales blandos (orden Alcyonacea) y las
llamadas plumas de mar (orden Pannatulacea), ademas de otros organismos
(NCBI, 2014).

Clase Cubozoa: Fisiondmicamente las especies de esta clase poseen un
velario, que es una estructura semejante al velo de las hidromedusas, pero
difiere de éstas en su desarrollo, ya que contiene diverticulos digestivos. En
los llamados ropalios es posible encontrar ojos con fotoreceptores y
estatocistos sensibles a la orientacion. La forma polipoide se conoce en
pocas especies de esta clase (Brusca y Brusca, 2005). Son también
llamadas “cubomedusas” gracias a que la forma de su cuerpo se asemeja a
un cubo, al igual que “avispas de mar” (orden Carybdeida y Chirodropida)
por el potente veneno con el que cuentan (NCBI, 2014). Debido a que
presentan caracteristicas similares a las medusas pertenecientes a la clase
Scyphozoa, anteriormente se les consideraba dentro de ésta.

Clase Hydrozoa: Algunas de las caracteristicas fisicas que comparten las
especies de ésta clase son: 1) que su cavidad gastrovascular no se

encuentra dividida, 2) la mesoglea se encuentra desprovista de células y 3)



gue su cavidad gastrovascular no posee faringe ni mesenterios (Barnes,
1983). Dentro de ésta clase se encuentra el mayor numero de especies de
cnidarios conocidos hasta ahora, siendo de las mas representativas las
llamadas hidras (orden Hydroida), que son depredadores de agua dulce de
escasos milimetros de longitud, estudiados principalmente por su asombrosa
capacidad de regeneracion (Gilbert y Singer, 2010). Esta clase incluye una
variedad de especies que presentan las formas tanto de medusas de agua
salada (orden Trachylina), medusas de agua dulce (orden Hydroida,
suborden Limnomedusae), colonias flotantes (orden Siphonophora), asi
como colonias fijas llamadas hidrocorales, los cuales secretan un esqueleto
calcareo, asemejandose asi a los corales auténticos o escleractinios
(Schuchert, 2012; NCBI, 2014). Los hidrocorales mas abundantes,
considerados como los constructores mas importantes de arrecifes después
de los corales pétreos, son los llamados “corales del fuego” (orden
Anthoathecata) (Rojas-Molina y col, 2012).

Clase Polypodiozoa: Aunque la introduccion de esta clase es reciente, el
Registro Mundial de especies Marinas (WRMS) por sus siglas en inglés, la
establece como temporal, ya que ademas de conocerse una sola especie
hasta ahora (Polypodium hydriforme), que es un parasito de los huevos de
esturiones y peces afines (Acipenseridae y Polyodontidae), sus relaciones
filogenéticas no estan claras (Schuchert, 2012).

Clase Scyphozoa: Esta clase engloba a mas de 200 especies de cnidarios,
de los cuales la gran mayoria estan en su forma libre, diferencidndose de las
medusas de otras clases en que su tamafio es mayor, poseen una mayor
movilidad y su cavidad gastrovascular esta dividida por cuatro septos
incompletos (Barnes, 1983). Un ejemplo de especies pertenecientes a esta
clase puede ser la Atolla wyvillei o medusa de corona (orden Coronatae) y

las medusas invertidas (familia Cassiopeidae, orden Rhizostomeae).



Figura 2. Las distintas clases del phylu cnidaria: A) Porites porites
(Anthozoa); B) Chironex fleckeri (Cubozoa); C) Millepora alcicornis
(Hydrozoa); D) Polypodium hydriforme (Polypodiozoa) y E) Atolla wyvillei
(Scyphozoa).

1.1.1. Cnidocitos y nematocistos.

Una caracteristica fisica especial que presentan todos los cnidarios, y por la cual el
phylum recibe este nombre, es que en sus tejidos se desarrollan células eucariotas
urticantes especializadas conocidas como cnidoblastos o cnidocitos. Cada célula
urticante contiene en su interior un organelo grande y altamente complejo, producto
secretorio del aparato de Golgi y que se conforma de una capsula rigida con un
tubulo invertido dentro de la misma; es en éste organelo donde se almacena el
veneno especifico que cada especie sintetiza, y al cual se le conoce como cnhida
(plural de cnidae), cnidocisto o nematocisto. Estructuralmente los nematocistos

constan de una capsula que puede ser de forma ovalada o esférica (Figura 3). En
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la parte apical de esta capsula se encuentra una abertura cerrada por una pequefia
tapa que se conoce como opérculo. Dentro de la cdpsula del nematocisto se
encuentra el filamento tubular invertido enrollado. Las paredes de la capsula estan
hechas principalmente de una glucoproteina denominada NOWA y de un material
similar al colageno denominado minicolageno (Garcia-Arredondo y col., 2011). La
capsula de los nematocistos es altamente resistente y soporta una presion
intracapsular (150 bar) generada por una alta concentracion del polianion poli-y-

glutamato.

Tabulo

Cnidocilio urticante

Espinas
Opeérculo

Tabulo
urticante

Estilete
Cnidocilio

Estilete Opérculo

Capsula del

. Capsula del
nematocisto

nematocisto

Mitocondria Mitocondria

Nucleo Nucleo

Figura 3. Representacion esquematica del cnidocito.

Bajo un estimulo apropiado, que puede ser quimico y/o mecanico, el opérculo se
abre liberando la presion osmatica interna. Esto provoca la proyeccion hacia el
exterior del tdbulo urticante, que bajo la forma no descargada se encuentra

invertido y enroscado en el interior de la capsula. De este modo, las toxinas



almacenadas dentro de los nematocistos son inyectadas a las presas a través del
tabulo (Ozbek y col., 2009).

Basandose principalmente en el patrén de espinas del tubulo extendido y en la
forma de la capsula, actualmente se conocen alrededor de 25 a 30 tipos diferentes
de nematocistos (Mariscal y col., 1974), cada uno con distintas variaciones en
tamafio y forma, facilmente perceptibles con la ayuda de un microscopio de luz.
Cabe resaltar que la descripcion morfolégica de los nematocistos representa un
valor taxonémico potencial y, como lo sugieren varios especialistas, debe incluirse
para ayudar a la clasificacion de los cnidarios en términos taxondmicos. Asi mismo,
se debe tener en cuenta que cada especie presenta o un tipo de nematocisto con la
misma morfologia y utilidad, o una mezcla especifica de los mismos y los cuales
generalmente son utilizados para la captura de presas, funciones defensivas y
funciones locomotoras, ya que como se dijo, estdn armados con un fuerte filamento

urticante que inyecta el veneno en las presas (Garcia-Arredondo y col., 2012).

1.1.2. Caracteristicas de las toxinas del phylum Cnidaria.

A pesar de que solo una pequefia fraccién (<1%) de las especies conocidas de
cnidarios ha sido implicada en causar dafios a humanos, es probable que casi
todos los miembros no parasitarios de este phylum son téxicos al menos para
algunos animales. Por ejemplo, se han aislado toxinas de especies que se
consideran inofensivas al contacto con la piel humana pero que son estudiadas por
presentar actividades biolégicas importantes (Frazao y col., 2012; Kem y Turk,
2009). Sin embargo, en el phylum cnidaria se encuentran algunos de los
organismos mAas venenosos y con mayor toxicidad para el humano, como es el
caso de la avispa de mar (Chironex fleckeri) que es considerada como de alto
riesgo de salud publica en Australia (Frazao y col., 2012).

En los primeros afios de investigacion de venenos de cnidarios el principal enfoque
fue en los nematocistos, los cuales fueron reconocidos como los aparatos
venenosos en las anemonas y las medusas por varios zo6logos en la mitad del

siglo XIX (Kem y Turk, 2009). Actualmente se sabe que los venenos son
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secreciones complejas que estdn compuestas de muchos constituyentes activos,
usualmente incluyen una variedad de toxinas y sustancias accesorias que facilitan
el proceso de envenenamiento y/o la predigestion de las presas (Kem y Turk,
2009). La composicion de los venenos de cnidarios no es conocida a detalle, sin
embargo parecen contener una variedad de compuestos proteinicos, actualmente
alrededor de 250 de estos compuestos han sido identificados, en donde se
incluyen: péptidos, proteinas, enzimas e inhibidores de proteinasas, purinas,
alcaloides y otros metabolitos secundarios. Generalmente los cnidarios utilizan
estas sustancias como defensa y para la adquisicion de presas, ya que muchos
producen efectos citoliticos, neurotdxicos y en ocasiones cardiotéxicos (Frazao y
col.,, 2012). Los venenos de cnidarios no son solo estudiados para entender sus
procesos toxicolégicos, sino también porque representan una fuente de
compuestos novedosos con propiedades terapéuticas y otras aplicaciones
comerciales como el desarrollo de insecticidas (Frazao y col., 2012).

Las anemonas son los cnidarios de los que se tiene un mayor conocimiento sobre
la composicion de sus venenos, en los que se han encontrado principalmente
proteinas y péptidos con efectos citoliticos, asi como péptidos neurotéxicos (Kem y
Turk, 2009; Frazao y col., 2012).

A. Citolisinas.

Las toxinas citoliticas son sustancias elaboradas por microorganismos, plantas o
animales y que tienen la funcién de romper diferentes tipos de células; son de gran
importancia en los venenos de diversos animales ya que juegan un papel
importante en su diseminacién en los tejidos de las presas. Asi mismo, ayudan a
predigerir las presas para facilitar su ingestion, ya que estas actian mediante la
disrupcion de la integridad de las membranas celulares. El estudio de las citolisinas
es importante porque sirven como modelo para estudiar las interacciones proteina-
lipido membrana. Desde el enfoque de las ciencias de la salud también son usadas

para estudiar la erradicacion de células tumorales, y para el desarrollo de nuevos



farmacos con propiedades cardiovasculares, antimicrobianas y antihistaminicas
(Frazao y col., 2012).

Basados en la estructura primaria y propiedades funcionales de las citolisinas de
anémonas se han clasificado cuatro grupos principales. ElI grupo | comprende
péptidos de 5 a 8 kDa que forman poros en membranas que contienen
fosfatidilcolina. El grupo Il es mas numeroso que el anterior y comprende proteinas
de 20 kDa, capaces de formar poros selectivos a cationes en las membranas
celulares, a este grupo se le conoce también como actinoporinas, como por
ejemplo las equinatoxinas, de las cuales se conocen 5 diferentes formas y que
fueron aisladas del veneno de Actinia equina; las esticolisinas, de las cuales se
conocen cuatro tipos hasta ahora y que fueron encontradas en la Stichodactyla
helianthus, ademas de las tres diferentes magnificalisinas aisladas de Heteractis
magnifica (khoo et al., 1993). Se sabe que citolisinas de este grupo tienen mayor
afinidad hacia membranas que contienen esfingomielina, de tal modo que una
molécula se inserta en la membrana y facilita la insercion de la siguiente. Esto
resulta en la oligomerizacion de tres a cuatro moléculas que forman un poro
selectivo a cationes (Dusan, 2009).

Las toxinas del grupo 1l tienen de 30-40 kDa y estan formados por citolisinas con o
sin actividad fosfolipasa A, (PLA;), un ejemplo de esto se puede observar en el
veneno de Urticina piscivora, que posee una actividad hemolitica y citolitica en
células cancerosas. Las toxinas del grupo IV son citolisinas tiol-activadas que
tienen un peso molecular aproximado de 80 kDa, estas citolisinas se encontraron
en el veneno de Metridium senile, una anémona situada en el noroeste de Europa,
cuyo efecto hemolitico es inhibido por colesterol (Frazao y col., 2012).

Las citolisinas con actividad de PLA, se han encontrado en especies de cnidarios
de todas las clases, éstas catalizan la hidrdlisis de los enlaces 2-acil éster de los
fosfolipidos 3-sn produciendo acidos grasos y lisofosfolipidos (Nevalainen y col.,
2009). Inicialmente la PLA; fue descubierta en el veneno de cobra, razén por la cual
siempre se sostuvo que esta enzima estaba enfocada a la digestion; sin embargo
ahora se sabe que se encuentra en venenos de una gran variedad de especies,

ademas de presentar efectos farmacologicos diversos dificilmente relacionados con
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la clasica actividad catalitica. Por ejemplo, uno de estos efectos producidos por las
PLA, de secrecion destaca la actividad neurotoxica, miotdxica, anticoagulante y
hemolitica (Kini, 2003); ademas de que estas enzimas tienen muchos roles
importantes en el catabolismo de lipidos de la dieta, en el metabolismo de la
membrana celular y en enfermedades inflamatorias. Se asocian con la toxicidad de
muchos grupos animales, como serpientes, insectos, moluscos, cnidarios vy

esponjas (Frazao y col., 2012).

B. Neurotoxinas.

De entre la gran variedad de toxinas desarrolladas naturalmente por los distintos
seres vivos, aquellas que ejercen su actividad toxica sobre el tejido nervioso,
afectando asi a la estructura y correcta funcién de los elementos neuronales,
reciben el nombre de neurotoxinas (Kiernan y col., 2005). En general, la mayor
parte de éstos agentes actian como ligandos altamente especificos de proteinas
presentes en las células nerviosas. Debido a la complejidad estructural, quimica y
homeostética del sistema nervioso; particularmente el de los vertebrados; no es
extrafio que las sustancias neurotoxicas sean tan numerosas. La actividad de este
tipo de moléculas suele caracterizarse por la habilidad de inhibir el control neuronal
sobre las concentraciones de iones a traves de la membrana celular, la
comunicacion entre las neuronas a través de la sinapsis o incluso provocar la
despolarizacién de las mismas.

El término de canales i6nicos se aplica a ciertos elementos macrocelulares de
naturaleza proteica insertos en las membranas de las células excitables; su funcién
es producir y transducir sefales eléctricas. Las neurotoxinas derivadas de cnidarios
generalmente son péptidos que actuan sobre diversos canales i6nicos de este tipo.
Por ejemplo, algunas toxinas de anémonas actlan sobre canales de sodio
dependientes de voltaje (Na,) blogueando o retrasando la inactivacién de los
mismos Yy, por lo tanto, prolongando la duracion del potencial de acciéon en el
musculo y en las neuronas (Salceda y col., 2002). Este hecho se debe al enlace de

la toxina con el receptor en el sitio 3 en la subunidad a del canal (Kem y Turk,
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2009). Este mecanismo no es poco comun, ya que las llamadas a-toxinas del
escorpién y las ©&-atracotoxinas encontradas en algunas especies de arafias,
también se unen al sitio receptor 3 de este tipo de canales. Otro ejemplo puede ser
la tetrodotoxina (TTX) del pez globo (familia Tetraodontidae), la cual también actia
inhibiendo los canales (Na,), con la diferencia de que esta actla sobre el sitio 1 de
la subunidad a, conocido como el receptor de compuestos heterociclicos (Marban y
col., 1998).

Las toxinas de cnidarios que actian sobre canales de potasio voltaje dependiente
(K\), fueron descubiertas en la década de los noventas. Estas toxinas polipeptidicas
de 3-5 kDa. pueden ser agrupadas en cuatro clases estructurales de acuerdo a sus
residuos de aminodacidos: tipo | con 35-37 residuos aminoacidos y tres puentes
disulfuro, los cuales bloquen a los canales K,1; tipo Il con 58-59 residuos y tres
puentes disulfuro, las cuales también bloquean al canal K,1, sin embargo, con
menor potencia en comparacion con los anteriores; tipo Il con 41-42 residuos y tres
puentes disulfuro, por lo general este tipo de toxinas bloquean de manera selectiva
los canales K,3; y tipo IV con 28 residuos y dos puentes disulfuro. Generalmente
estas toxinas bloquean de manera reversible la corriente de potasio y pueden
bloguear canales i6nicos acido-sensibles, que son permeables a varios cationes
(Kem y Turk, 2009). Incluso dentro de la misma clase estructural, las toxinas
pueden diferir en selectividad por diferentes subtipos de canales (Frazao y col.,
2012).

C. Metabolitos secundarios.

Un gran numero de metabolitos secundarios con efectos biolégicos importantes se
han encontrado en organismos del phylum cnidaria, principalmente en la clase
Anthozoa. La mayoria de los metabolitos hasta ahora encontrados son de
naturaleza terpenoide o esteroidea; de los cuales, los mas numerosos son los
llamados cembranoides, que son moléculas diterpenoides que se componen por un
anillo de 14 carbonos y distintos grados de atomos de oxigeno. Un ejemplo es la
lofotoxina, una lactona diterpenada aislada originalmente de los corales blandos del
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género Lophogeorgia, que provoca un bloqueo irreversible en los receptores

neuromusculares de la acetilcolina (Figura 4).
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Figura 4. Estructura quimica de la lofotoxina, derivada del género Lophogeorgia.
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Por otra parte, la toxina marina mas potente en cuanto a sus efectos letales que
hasta ahora se ha encontrado en el veneno de algun cnidario es la palitoxina
(Figura 5), un complejo compuesto poliéter que fue aislado originalmente de
zoantidos (Anthozoa) del genero Palythoa, ademas de ser encontrada en especies
de la subclase Octocorallia como en la Radianthus macrodactylus y en algunos
dinoflagelados de forma libre. Esta toxina ha afectado a todo tipo de células sobre
las que se ha estudiado, por lo que se le han adjudicado diversos efectos
farmacolégicos; uno de los mas estudiados es su afinidad especifica a la bomba de
Na, K-ATPasa, convirtiéndola en un canal i6nico que a la postre despolariza la
membrana celular (Hoffman et al., 2008).

Otra caracteristica de la palitoxina es que al ser administrada de forma intravenosa
en ratones, provoca convulsiones bastante violentas a dosis bajas, provocando la
muerte instantdnea en algunos casos, y dafos histopatologicos en algunos otros
(Kem y Turk, 2009). La determinacion de la estructura de estas toxinas fue muy
dificil ya que los protocolos de RMN no estaban disponibles cuando se empezaron
a investigar. Mas tarde la finura de la sintesis organica dio como resultado una

palitoxina idéntica al compuesto natural, pero requiere de al menos 65 pasos.

11



Hasta ahora se han encontrado pocos metabolitos secundarios de la clase
Hydrozoa, por lo tanto aiin no se conocen a fondo sus propiedades. Algunos de
ellos son las B-carbolinas aisladas del hidroide Aglaopheria pluma; el hidralmanol A
qgue fue aislado de la Hydrallmania falcata y las abietinarias A y B extraidas de las

especies de Abietinaria (Pathirana y col., 1990).
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Figura 5. Estructura quimica de la palitoxina.

1.2. Genero Millepora.

1.2.1. Corales de fuego.

Los hidrocorales del genero Millepora (phylum Cnidaria; clase Hidrozoa) son los
segundos organismos constructores de arrecifes mas abundantes en todo el
mundo, siendo los primeros los corales esclaractinios. Sin embargo, a pesar de su
amplia distribucion en los arrecifes de coral alrededor del planeta, las especies del
genero Millepora han recibido relativamente poca atencion en estudios de arrecifes
(Lewis, 2006).

12



Las “milleporas” secretan un esqueleto calcareo que, dependiendo de la especie de
la que se trate y el lugar donde crezca, desarrolla distintas formas, adaptandose asi
a su entorno. Por ejemplo, si se encuentran en un sitio donde la corriente no es
muy rapida, el esqueleto calcareo adopta una forma de red en la que sus ramas
son delgadas. Si la corriente es mas fuerte, desarrolla ramas gruesas como astas
de ciervo y, si vive en lugares de corrientes muy intensas y/o de fuerte oleaje, lo
gue sucede es que desarrolla una delgada capa que se incrusta al lecho marino,
garantizando su crecimiento (Veron, 2000). A menudo son de tamarfio considerable,
razon principal por la que reciben el nombre de hidrocorales, algunas de estas

formas se muestran en la Figura 6.

Figura 6. Distintas especies y formas del género Millepora: A) Millepora dichotoma;

B) Millepora squarrosa; C) Millepora boschmai y D) Millepora platyphylla.

Los poélipos defensivos y de alimentacion sobresalen a través de los “miles de
poros” en el esqueleto, estos pélipos contienen un veneno toxico poco estudiado
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(Lewis, 2006). Cuando los pélipos de las especies de Millepora se ponen en
contacto con la piel humana, pueden provocar dolor intenso, erupciones y
ampollas, como resultado de la liberacion de las toxinas no identificadas (Sagi y
col., 1987; Bianchini y col., 1988), por lo que comunmente reciben el nombre de
“corales urticantes” o “corales de fuego”. La reaccion usual al envenenamiento por
coral de fuego esta generalmente limitada a irritacion local y dolor punzante que se
produce con una decoloracion eritematosa de forma lineal (Figura 8). Esto puede
ser seguido por urticaria y prurito. Estos sintomas desaparecen a través de un
periodo de 1-2 semanas, ocasionalmente dejando areas hiperpigmentadas. (Moats,
1992). No obstante, se ha reportado que estas toxinas son capaces de inducir
efectos toxicos sistémicos en humanos, incluyendo sindrome nefrético, falla renal

aguda, y edema pulmonar (Prasad y col., 2006).

1.2.2. Relacion simbidtica entre especies del género Millepora y algunas micro

algas marinas.

Al igual que en los llamados “corales verdaderos” de la clase Anthozoa, en los
tejidos de los hidrocorales se desarrollan algas microscépicas mejor conocidas
como zooxantelas, que estan mayormente representadas por los géneros:
Zooxantella o Symbiodinium. Las zooxantelas son algas fotosintéticas que
necesitan luz solar y que tienen una relacion simbidtica con la colonia (Venn y col.,
2008). Su concentracion puede ser de hasta 1 milldbn de células por centimetro
cuadrado, motivo por el cual los arrecifes se encuentran de 25 a 70 m de
profundidad en aguas claras, ya que a mayor profundidad, la capacidad
fotosintética del alga se ve disminuida. En esta simbiosis mutualista, tanto el
hidrocoral como las zooxantelas se benefician, ya que el primero le provee a las
segundas un ambiente seguro, ademas de nutrientes tales como diéxido de
carbono, fésforo, nitrégeno y componentes del desecho de la respiraciéon celular del
hidrocoral. A cambio, sus simbiontes le proveen productos fotosintéticos como
oxigeno y moléculas organicas provenientes de la fijacion de dioxido de carbono,

aumentando la capacidad de la colonia para depositar carbonato de calcio. A su
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vez, y como ya se ha dicho, estos utilizan sus polipos para atrapar el plancton que
estd asociado a los arrecifes; sin embargo un dato importante es que la
contribucion energética total de las zooxantelas es mucho mayor que la obtenida
por parte del consumo del plancton (Sumich, 1999). Es muy importante tener en
cuenta que sin esta asociacion simbibtica, la riqueza en biodiversidad de diversos
grupos de invertebrados y peces que vemos en los arrecifes no seria posible. Un
ejemplo muy claro es que las aguas tropicales son relativamente pobres en
nutrientes, sin embargo es aqui donde los arrecifes se desarrollan con mas
facilidad. Por otra parte en las altas latitudes, donde existen grandes cantidades de
nutrientes, el crecimiento de las algas se ve estimulado; lo que ocasiona que
crezcan mas rapido que el coral, compitiendo asi por el espacio en el arrecife
(Castro y Huber, 2000).

1.2.3. Blanqueamiento de arrecifes de coral.

Como se menciono anteriormente, los corales e hidrocorales tienen la capacidad de
almacenar millones de zooxantelas y, dado que éstas presentan un color café
dorado necesario para sus procesos fotosintéticos, el cnidario presenta una
coloracion semejante en condiciones normales. Sin embargo existe un fenébmeno
gue atafie a la relacién simbidtica entre ambos organismos y que incluso la pone en
peligro, al cual se le conoce comunmente como “blanqueamiento” o
“blanqueamiento coralino”. Este cambio puede entenderse como la pérdida o
expulsion de las zooxantelas por parte del coral, ocasionando que sus procesos
fotosintéticos y su alimentacién se vean interrumpidos; hablando en otras palabras,
disfuncion simbidtica (Hoegh-Guldberg, 1999). Por lo tanto, durante éste proceso
se pierde la pigmentacion normal de los tejidos de los hidrocorales, dejando al
descubierto el blancuzco exoesqueleto de carbonato de calcio (Figura 7).

El proceso de blanqueamiento ocurre cuando las condiciones necesarias para
mantener a las zooxantelas de los corales no se mantienen. Cualquier
desencadenante ambiental que afecta la habilidad del coral a suplir de nutrientes

para la fotosintesis (dioxido de carbono, amonio) dara lugar a la expulsion de
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dichas algas. Este proceso se desencadena poco a poco, por lo cual el coral tendra
un fracaso en prevenir la division celular de zooxantelas, provocando que una
mayor cantidad de carbon derivado de la fotosintesis se desvié hacia el alga en
lugar de ir al hidrocoral. Esto provoca que el balance de energia requerido por el
coral no sea el suficiente, imposibilitando que continie manteniendo al alga, por lo
tanto el coral pierde la habilidad para mantener el control sobre sus simbiontes
(Sutherland y col, 2004). Se ha reportado que en ocasiones, el blanqueamiento
puede conducir a la muerte de algunas especies que lo llegan a padecer; sin
embargo, esto depende de la velocidad de adaptacion por parte del cnidario y la
especie de la que se trate. Por ejemplo, se ha encontrado que algunas especies del
género Millepora pueden sobrevivir hasta cuatro semanas en ausencia de sus
zooxantelas, mientras que ciertas especies como Acropora cervicornis, conocido
como tarro de venado, no duran mas de una semana (Lewis, 2006). Ademas de
esto, aquellos cnidarios que llegan a recuperarse del blanqueamiento, nunca llegan
a hacerlo del todo, ya que muestran un decremento en su crecimiento y
calcificacion, asi como mayor riesgo a padecer enfermedades. Lo mas grave de
esto es que no solo los corales e hidrocorales son afectados, sino que también todo
el ecosistema marino donde ocurre el blanqueamiento, ya que existen
innumerables organismos que viven y dependen de los arrecifes de coral
(Banaszak y col., 2003; Lewis, 2006).

Se ha demostrado que el blanqueamiento es desencadenado por diversos factores,
de los cuales los mas importantes son la elevacion de la temperatura del océano en
combinacién con niveles elevados de radiacion ultravioleta en dias muy soleados
(Hoegh-Guldberg, 2007). Por ejemplo, hay datos del siglo XX donde se observé el
fendmeno en el momento en que las temperaturas de los océanos aumentaron en
promedio 0.74°C (1.33°F) y sus niveles subieron 17 cm (6.7 in). Cuando las
temperaturas de los océanos llegan a encontrarse mas altas que de costumbre -
incluso a veces tan solo 1°C (1.8°F) por encima de la maxima normal de verano-
parte de la maquinaria fotosintética de las zooxantelas se dafia y se forman
radicales de oxigeno peligrosos, como consecuencia, el coral comienza a

expulsarlas, desencadenando el blanqueamiento (Alcolado, 1999). Algunos
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estudios con dinoflagelados simbiontes (Warner et al. 1996) sugieren que la
combinacion de estos dos factores produce una llamada fotoinhibicion y dafio en
los cloroplastos de las algas. Un ejemplo de esto es el mecanismo que involucra a
la proteina D1 del fotosistema Il. Esta proteina llega a dafiarse durante la elevacion
en la temperatura, lo cual sobrepasa los mecanismos normales de reparacion,
resultando en la disfuncion completa del mencionado fotosistema Il. Ademas
también tienden a dafarse las membranas que se ocupan de la fotofosforilacion,

causando alteraciones en la cadena respiratoria.
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Figura 7. Arrecife de coral bajo efectos dél blanqueamiento. Cuando las

zooxantelas mueren, el coral sufre un proceso de estrés y expulsa al protozoo, por
lo que pierde la pigmentacion y se blanquea.

Otros mecanismos que favorecen el blanqueamiento, aunque en menor medida,
son los cambios en la salinidad y en la quimica del agua. Por ejemplo, un causante
del incremento de acidez en los océanos es el aumento del CO, en la atmdsfera,
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pues este gas no sOlo es un problema atmosférico, también se disuelve en las
aguas marinas, provocando que se obstaculice la formacion de carbonato de calcio
imprescindible para la formacion del esqueleto de los corales y otros organismos

marinos como moluscos y crustaceos (Carrodeaguas y col., 1995).

1.2.4. Toxicidad y estudios previos de especies del género Millepora

En estudios toxinoldgicos iniciales sobre organismos de este género se encontro
gue los venenos de las especies M. alcicornis, M. tenera, M. dichotoma y M.
platyphylla producen efectos letales, hemolisis y dermonecrosis en ratones (Wittle y
col.,, 1971; Middlebrook y col., 1971; Wittle y col., 1974; Wittle y Wheeler, 1974;
Radwan, 2002). En esos estudios se encontraron evidencias que sugieren que los
efectos inducidos por esos venenos son toxinas proteinicas.

En otro estudio, se detectd una proteina hemolitica de 31.5 kDa con actividad de
PLA; en el veneno de M. plantiphyla colectada en el Mar Rojo. Esta proteina se
nombré milleporina-1 y muestra una alta recuperacion de actividad de PLA, asi
como una actividad hemolitica 13 veces mayor que la del extracto completo.

En este estudio, los autores sugirieron que el efecto hemolitico producido por el
veneno de este hidrocoral se debe en parte a una accion enzimatica de PLA; sobre
los lipidos membranales, la cual es facilitada por un posible enlace con una parte

no enzimatica de la toxina. (Radwan y Aboul-Dahab, 2004).
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Figura 8. Lesiones locales causadas por el contacto con especies del género
Millepora.

Estudios llevados a cabo por el equipo de investigadores del Departamento de
Investigacion Quimica y Farmacoldgica de Productos Naturales de la Facultad de
Quimica de la UAQ mostraron que el veneno de M. complanata, una especie
ampliamente distribuida en el Caribe Mexicano (Figura 9), provoca una
estimulacién dependiente de concentracion de contracciones espontaneas en
segmentos de ileon aislados de cobayo (Rojas y col., 2002).

En otros estudios realizados por este mismo grupo se demostré que el veneno de
este hidrocoral induce hemodlisis sobre eritrocitos de rata y exhibe actividad de
PLA,. Cuando se incubo previamente el extracto en presencia de 2,4-dibromo-
acetofenona, un inhibidor del sitio catalitico de PLA;, se observd una disminucion
significativa del efecto hemolitico, lo cual muestra una relacion entre la actividad de
PLA; con la actividad hemolitica. Por otra parte, se encontré que el extracto de M.
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complanata también provoca una contraccion dependiente de la concentracién en
aorta aislada de rata. Después de eso, se llevo a cabo una serie de experimentos
para investigar el papel del Ca® intracelular y extracelular en el efecto
vasoconstrictor inducido por el extracto de M. complanata. De este modo se mostro
que cuando el Ca®" extracelular est4 ausente, la respuesta contractil del extracto se
reduce significativamente, pero no es anulada por completo. Adicionalmente, el
agotamiento del reticulo sarcoplasmico, via tratamiento combinado de
rianodina/cafeina, disminuye significativamente la vasoconstriccion. Estos
resultados sugieren que el extracto de M. complanata induce vasoconstriccion no
solo por el incremento del influjo de Ca®" extracelular, sino también por la liberacién
de Ca®" de reservas intracelulares (Ibarra- Alvarado y col., 2007).

En otra serie de experimentos, se encontré que al desnaturalizar el contenido de
proteinas en el extracto de M. complanata, incubado en bafio de agua hirviendo
por 20 minutos, las actividades hemolitica y de PLA, se inhibieron completamente.
Por otra parte, el efecto vasoconstrictor del extracto se redujo significativamente
tras la desnaturalizacion de su contenido de proteina, pero no se inhibio
completamente. Este efecto vasoconstrictor no se afectd6 de manera significativa
por el blanqueamiento. Los resultados de estos estudios indicaron que M.
complanata produce proteinas citoliticas con propiedades que incluyen actividad de
PLA, y actividad hemolitica, asi como compuestos termoestables y termolébiles
gue inducen en conjunto efectos contractiles en células de musculo liso vascular e

intestinal (Garcia-Arredondo y col., 2011).
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Figura 9. Fotografia subacuética de Millepora complanata en el Caribe Mexicano.

Continuando con el estudio toxicologico de M. complanata, se realizaron
experimentos para evaluar la toxicidad sistémica inducida por el extracto acuoso de
M. complanata en ratones. Los resultados obtenidos de estas evaluaciones
indicaron que la administracion intravenosa del extracto induce convulsiones
violentas y muerte en ratones en menos de un minuto a dosis de 4.62 pg de
proteina/ g de peso corporal. Dosis mas pequefias producen una muerte lenta
acompafada de hemoglobinuria, inflamacion ocular y dafios histopatolégicos en
pulmon y rifion atribuidos a la presencia de citolisinas. Los cambios
histopatologicos fueron completamente eliminados después de la incubacion del
extracto en condiciones de desnaturalizacién. Inesperadamente, el extracto
desnaturalizado conservé su efecto letal. Estos resultados sugieren que el extracto
de M. complanata contiene hemolisinas que pueden ser responsables de los

cambios histopatologicos observados en rifidon y pulmén (Garcia, 2013). Es
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probable que este tipo de citolisinas estén relacionadas a la toxicidad sistémica en
humanos debido al contacto con Millepora spp., ya que, como se dijo antes, existen
reportes de sintomas que incluyen sindrome nefrético, falla renal aguda, y edema
pulmonar (Prasad y col., 2006). Estos estudios, también muestran que el veneno de
este hidrocoral contiene otras toxinas termoestables indefinidas, probablemente
metabolitos secundarios que tienen efectos letales en ratones (Rojas-Molina et al.,
2012). En un andlisis cromatografico preliminar del extracto de este hidrocoral, por
cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase reversa (HPLC), se obtuvieron
19 fracciones (F1 a F19). La fraccion F4 indujo hemolisis y contuvo principalmente
una proteina de 30 kDa, probablemente una enzima PLA,, mientras las fracciones
F8 y F11 contuvo principalmente proteinas de 15y 17 kDa respectivamente que
producen efectos vasoconstrictores (lbarra-Alvarado y col., 2007).

Con la finalidad de identificar algunos de los principales componentes bioactivos
presentes en el extracto de M. complanata, se realiz6 un analisis cromatogréafico
biodirigido empleando inicialmente una cromatografia de intercambio i6nico. La
fraccibn MC1 obtenida de este analisis se someti6 a un segundo andlisis
cromatografico por exclusién. Dos de las fracciones obtenidas a partir de este
segundo andlisis cromatografico MC1-l y MC1-ll, se sometieron a un analisis
mediante HPLC en fase reversa. Las tres primeras fracciones obtenidas del
fraccionamiento de MC1-I por HPLC indujeron vasoconstriccién significativa sobre
los segmentos de aorta aislados de rata. En estas fracciones no se logro detectar
cantidad de proteina ni se observaron bandas en los analisis por electroforesis,
indicando que estas fracciones son compuestos no proteinicos. Dado que los
efectos contractiles inducidos por estas fracciones son claramente diferentes uno
del otro, es posible que los compuestos responsables de estos efectos estén
actuando mediante mecanismos de accion diferentes, es probable que en la
fraccion MC1-IC, que presenta un efecto vasoconstrictor transitorio, se encuentre
presente algin componente que induce la liberacién de calcio de los almacenes
intracelulares. Por otro lado, las fracciones MC1-IA y MC1-IB posiblemente
producen vasoconstriccion mediante un mecanismo que involucra la entrada de

calcio intracelular (Garcia, 2013).
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Por otra parte, el andlisis y purificacion de MC1-1l arroj6 varias fracciones, de las
cuales la mas importante fue MC1-11A ya que al administrarse en ratones por via
intravenosa produjo una muerte inmediata similar a la observada con el extracto
completo. Mediante los métodos de Bradford y Lowri no se logré la deteccion de
proteinas en esta fraccion. El analisis mediante electroforesis con tinciones de plata
y Cooomasie tampoco indico la presencia de bandas de proteina. Sorpresivamente,
esta fraccion presenté actividad hemolitica cuando se incubé durante 4 horas en
presencia de los eritrocitos, indicando que en el veneno de M. complanata se
encuentran presentes metabolitos secundarios con efectos citoliticos lentos que
ademas inducen efectos letales inmediatos en ratones (Garcia, 2013).

Considerando que el hidrocoral M. complanata estd ampliamente distribuido en
arrecifes de coral de zonas turisticas del Caribe Mexicano y que son comunes los
casos de quemaduras causadas por el contacto con esta especie, causando
lesiones locales para las que no se conoce un tratamiento adecuado. En la
presente propuesta de investigacion se plante6 realizar un estudio dirigido a la
caracterizacion del efecto y naturaleza quimica de las hemolisinas presentes en el
veneno de M. complanata. Ya que esta informacion es importante para desarrollar
terapias adecuadas para tratar las lesiones. Asi mismo, los resultados derivados de
este estudio también ayudaran al entendimiento del mecanismo involucrado en la
toxicidad del veneno de esta y otras especies del mismo género, ya que los
antecedentes muestran que en algunos casos puede haber complicaciones

sistémicas ademas del desarrollo de lesiones locales.
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2. HIPOTESIS

En el veneno de M. complanata se encuentran presentes metabolitos secundarios
capaces de desencadenar un efecto hemolitico lento y hemolisinas proteinicas

termolabiles que actian de una forma mas rapida y efectiva.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar la actividad hemolitica in vitro del veneno de M. complanata, bajo diferentes

condiciones experimentales.

3.2. Especificos

e Evaluar la sensibilidad de eritrocitos de diferentes especies a las hemolisinas
presentes en el extracto acuoso de M. complanata.

e Evaluar el efecto de cationes divalentes sobre la actividad hemolitica del
veneno.

e Evaluar la actividad hemolitica del veneno de M. complanata en diferentes
tiempos de incubacion.

e Evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad hemolitica del veneno
de M. complanata.

e Preparar extractos etandlicos a partir de fragmentos blanqueados (sin
dinoflagelados) y normales de M. complanata para evaluar su actividad
hemolitica.

e Evaluar la toxicidad de los diferentes extractos mediante inyeccion

abdominal en grillos (Acheta domestica) y en zofobas (Zophoba morio)
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiales

4.1.1.

4.1.2.

4.1.3.

Material bioldgico

Fragmentos del hidrocoral Millepora complanata.
Grillos (Acheta domestica)

Zofobas (Zophoba morio)

Sangre de ratas machos de la cepa Wistar.
Sangre de cobayo macho (Cavia porcellus)
Sangre de raton ( CD1)

Sangre de pollo (Gallus gallus domesticus)

Sangre de humano

Preparacion y conservacion de los extractos

Cristaleria: embudos matraces Erlenmeyer, matraces bola, probetas y vasos
de diferentes capacidades.

Gradillas

Celdas desechables para espectrofotometro.

Puntas desechables para micropipetas de diferentes capacidades.

Papel filtro.

Micropipetas de diferentes capacidades.

Evaluaciones farmacologicas

Jaulas de acrilico con tapa y recipiente para alimento.

Tubos Eppendorf diferentes capacidades.
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e Puntas desechables para micropipetas de diferentes capacidades.
e Guillotina.

e Jeringas de diferentes capacidades.

4.2. Reactivos

4.2.1. Preparacion, conservacion y tratamiento de los extractos

e Solucidn estandar de proteina (albumina sérica bovina 1.0 mg/mL).
e Solucidn azul de coomassie (Reactivo de Bradford Bio-Rad).

e Etanol absoluto

4.2.2. Evaluaciones farmacologicas

e Cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), D-glucosa, citrato de sodio
y acido citrico de J.T. Barker.

e Quabaina de Sigma-Aldrich

4.3. Métodos

4.3.1. Recoleccién y transporte de los fragmentos de M. complanata.

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. Posteriormente, el material se congeld, se almaceno
en hielo seco y se transportdé a nuestros laboratorios en Querétaro para preparar
los distintos extractos.
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4.3.2. Blanqueamiento artificial de fragmentos de M. complanata.

Algunos de los fragmentos recolectados se sometieron a un procedimiento para
eliminar a sus dinoflagelados simbiontes. Este procedimiento consistié en colocar
los fragmentos sobre bases de plastilina en un estanque con agua de mar a una
temperatura de 32 °C durante 5 dias. Una vez observado el blanqueamiento los
fragmentos se almacenaron a -70 °C. Como control, algunos fragmentos se
colocaron en estanques con temperatura controlada de 25 °C durante el mismo

tiempo que los fragmentos blanqueados estuvieron en el estanque.

4.3.3. Preparacion del extracto acuoso de M. complanata.

La extraccion del veneno contenido en los nematocistos del cnidario fue inducida
mediante agitacion de los fragmentos en agua desionizada durante 24 horas a 4
°C. El extracto acuoso resultante se centrifugd a 3,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
El sobrenadante se filtrd y se liofilizd, por cada gramo de este polvo liofilizado se
agregaron 1.5 ml de agua desionizada, esta nueva mezcla se agité durante 2 miny
se centrifug6b nuevamente a 3,000 rpm durante 15 min a °4 C. Al sobrenadante
obtenido se le determind la concentracion de proteinas totales mediante el método
de Bradford (1979) y se almacen6 a -70° C.

4.3.4. Preparacion de extractos de M. complanata con etanol.

Se realizaron extracciones por maceracidon con etanol absoluto a partir de
fragmentos del hidrocoral intacto a fin de comprobar la presencia de hemolisinas
no proteinicas altamente polares. Considerando que los hidrocorales, al igual que
los corales verdaderos, presentan dinoflagelados simbiontes en sus tejidos que les
proveen de ciertos nutrientes (Rojas-Molina et al., 2012) se elaboré un extracto
etandlico a partir de fragmentos blanqueados (libres de dinoflagelados) y sus

controles sin blanquear. Esto para comprobar si los compuestos hemoliticos tienen
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Su origen en estos simbiontes. El tiempo de maceracion para ambos extractos fue

de 48 horas, los extractos obtenidos se concentraron utilizando un rota-evaporador.

4.3.5. Ensayo de hemodlisis.

Para el monitoreo de la actividad hemolitica se utilizaron eritrocitos de ratas
machos de la cepa Wistar lavados en una solucion de Alsever. Posteriormente se
tomaron alicuotas de 50 pl de una suspensién de eritrocitos al 1 % en solucién
amortiguadora de Alsever y se les agregoé la muestra a evaluar disuelta en 50 ul de
la misma solucion. Estas mezclas 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 centrifugd a 2,500 rpm
durante 4 min a 4 °C y el resultado de la hemdlisis se evalu6 mediante la liberacion
de hemoglobina haciendo lecturas con un espectrofotometro (A = 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 solucidon de Alsever.
Una unidad hemolitica media (UHso) se define como la cantidad de proteina
requerida para producir un 50 % de hemdlisis.

4.3.6. Caracterizacion de la actividad hemolitica del extracto acuoso de M.

complanata.

A. Actividad hemolitica sobre eritrocitos de diferentes especies

Se determind el efecto hemolitico del extracto acuoso sobre eritrocitos de humano
(hombres jovenes de 70 kg de peso), Pollo (Gallus gallus domesticus machos de
600 g de peso), cobayos (Machos cepa Harley de 450 g de peso), rata (machos
cepa Wistar de 250 g) y ratones (machos cepa CD1 de 30 g de peso). El resto de
los experimentos sobre actividad hemolitica se realizaron empleando eritrocitos de

ratas Wistar machos.
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B. Actividad hemolitica en presencia de cationes divalentes

Con el objeto de observar si la presencia de Ca™ o Mg*" incrementan la potencia
de las hemolisinas presentes en el veneno de M. complanata se evalud su actividad

hemolitica en presencia de cationes divalentes a concentraciones de 5y 10 mM.

C. Efecto de la temperatura sobre la actividad hemolitica

Se determind la actividad hemolitica del extracto acuoso después de incubar
previamente el veneno a diferentes temperaturas (4, 25, 37, 45, 60 y 100°C)
durante 30 minutos. Por otra parte, se evalué la capacidad del extracto para inducir
hemolisis a diferentes temperaturas de incubacion (20, 25, 28, 30, 34, 37, 40, 43,
46 y 50°C) con los eritrocitos durante 30 min.

D. Efecto del tiempo de incubacién sobre la actividad hemolitica

Se determind la actividad hemolitica del extracto acuoso a diferentes tiempos de
incubacion (10, 20, 30 y 60 min), a fin de determinar el tiempo éptimo a partir del

cual actian las hemolisinas proteinicas del extracto acuoso.

4.3.7. Evaluacion de la actividad hemolitica retardada de los extractos.

Dado que la fraccién hemolitica no proteinica, previamente encontrada a partir del
extracto acuoso de M. complanata (Garcia, 2013), ejerce una actividad hemolitica
lenta, se modificé el tiempo de incubacién del ensayo de hemdlisis de 30 a 4 horas
a 37 °C. Este ensayo de hemolisis retardada se empleo para evaluar la actividad de
los extractos etanolicos y del extracto acuoso desnaturalizado por calor (20 min a
96 °C).

4.3.8. Ensayo de toxicidad de los extractos.
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Se evalud la actividad letal de cada uno de los extractos en grillos (Acheta
doméstica) y larvas de zofobas (Zophoba morio) mediante administraciéon de
diferentes dosis (0.1 — 1000 ug / g de peso) en la tercera seccion toracica con
ayuda de una jeringa de insulina ultra-fina, el volumen de inyeccion fue siempre
menor a 5 pl y se utilizé solucion salina para insectos como diluyente y control
negativo (pH 7.2; NaCl 200 mM., KCI 3.1 mM., 2 mM. NaHCO3, 4 mM. MgCl,, 5.4
mM. CaCl,, 0.1 mM. Na,HPO,). EIl procedimiento se repiti6 dos veces con 6
repeticiones cada uno. Se registraron las muertes a las 24 y 48 horas después de
la administracion, se estimé la dosis letal media (DLso) mediante el método de
Lorke (1983) y mediante un ajuste no lineal.

4.3.9. Andlisis estadisticos.

Para la caracterizacion del efecto hemolitico del extracto de M. complanata se
realizaron lecturas por triplicado con la sangre de un animal y se construyeron las
curvas concentracion-respuesta mediante un ajuste no lineal utilizando la ecuacién
de logaritmo de la concentracion contra respuesta. Las UHs, estimadas con la
sangre de tres animales se promediaron y reportaron como la media + S.E.M. Las
comparaciones entre los valores de UHs, se compararon mediante un ANOVA de
una via (p = 0.05) utilizando el método de Tukey.

Para la evaluacion de la actividad insecticida se estimaron los valores de la dosis
letal media (DLsp) mediante en ajuste no lineal utilizando la ecuacién de logaritmo
del agonista contra respuesta. Los valores se expresaron como la media £ S.E.M.
de dos repeticiones. Ademas, también se calculé el valor de la DLsy mediante el
meétodo de Lorke (1983).
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5. RESULTADOS

5.1. Recoleccion y transporte de los fragmentos de M. complanata.

Los fragmentos de M. complanata se recolectaron la zona del arrecife conocida
como “Jardines”, situada a no mas de tres kilbmetros de la costa de Puerto
Morelos, Quintana Roo, México. Las inmersiones de buceo fueron efectuadas por
personal calificado del Instituto de Limnologia y Ciencias del Mar de la UNAM, bajo
la supervision de la Dra. Judith Sdnchez Rodriguez profesora e investigadora de la
institucion.

Debido a que las normas mexicanas restringen la explotacion y venta de las
especies pertenecientes al arrecife, asi como su extraccion del mar bajo cualquier
circunstancia, se obtuvo la aprobacién para la recoleccion por parte de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA) con permiso de pesca de fomento No. PPF/DGOPA-071/13 con No.
De folio 071/13, mismo que fue aprobada in situ por parte del Bi6logo Oscar
Alvarez Gil, director de la Comision Nacional de Areas Naturales Protegidas
(CONANP) en el Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos.

El procedimiento de extraccion de los especimenes se llevd a cabo mediante
fragmentacion del hidrocoral con martillo y cincel, esto para facilitar el
desprendimiento del mismo, ya que el hidrocoral cuenta con una capa calcarea
resistente. Dado que las condiciones bajo el agua no son las méas idéneas para
calcular un peso determinado, el equipo opté por recolectar una medida
aproximada a medio metro cuadrado del material biolégico, éstos fragmentos se
almacenaron en bolsas de plastico herméticas que contenian agua de mar para no
alterar las condiciones originales. Inmediatamente después de la colecta se
transportaron las muestras al laboratorio para su posterior tratamiento y

almacenamiento final.

33



5.2. Blanqueamiento artificial de fragmentos de M. complanata.

El total de fragmentos recolectados fueron divididos en tres partes equitativas, de
las cuales una fue almacenada inmediatamente después del muestreo a
condiciones de temperatura de -70°C, a ésta parte se le denominé “control directo”;
otro tercio de los fragmentos fue sometido al proceso de desprendimiento de
dinoflagelados también llamado blanqgueamiento artificial o inducido, denominado
‘control experimental”. La dUltima parte se denominé como “control de
acondicionamiento”, ya que sus fragmentos fueron igualmente sumergidos en un
tanque artificial, pero sin la elevacion de temperatura que provoca el
desprendimiento de los dinoflagelados simbiontes.

Como resultado del blanqueamiento (Figura 10), se observé que el control
experimental comenzé a cambiar ligeramente al tercer dia después de ser
sumergido en el tanque, sin ser muy evidente el proceso de desprendimiento. Sin
embargo, entre el cuarto y quinto dia de ser expuestos a las condiciones
mencionadas, se observo notablemente el cambio de coloracion del amarillo
caracteristico de M. complanata a un tono mas blanquecino, indicando mas a

simple vista el blanqueamiento esperado.

5.3. Obtencién de los extractos.

Para la obtencién del extracto acuoso a partir de los fragmentos del “control directo”
se emplearon 1.6 kg (peso humedo) de fragmentos. Por cada 100 g de estos
fragmentos se obtuvieron 0.625 g de polvo liofilizado (3.077 % de proteina). De
este polvo liofilizado se procesaron 2.34 g para la obtencién del extracto etandlico,
obteniéndose un total de 0.253 g de extracto seco (0.000 % de proteina).

En cuanto a la preparacion de los extractos etandlicos por maceracion directa de
los fragmentos de M. complanata se obtuvieron 0.743 g de extracto seco (0.067 %
de proteina) por cada 100 g (peso humedo) de fragmentos blanqueados del control
experimental y 0.279 g de extracto seco (0.699 % de proteina) por cada 100 g de

fragmentos de control de acondicionamiento.
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Figura 10. Fragmentos de Millepora complanata normales y blanqueados.
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5.4. Caracterizacion de la actividad hemolitica del extracto acuoso de M.

complanata.

5.4.1. Actividad hemolitica sobre eritrocitos de diferentes especies.

Para éste experimento se determind la actividad hemolitica del extracto acuoso de
M. complanata sobre eritrocitos de diversas especies. Estos resultados mostraron
gue el extracto indujo actividad hemolitica, de manera dependiente de la
concentracion, en todas las especies en las que se evalué (Figura 11). Se
realizaron comparaciones entre los valores de las UHsy y no se observaron
diferencias significativas entre las actividades hemoliticas sobre muestras de
cobayo, rata y ratobn. Se observé una ligera diferencia, no significativa
estadisticamente, entre las actividades sobre humano y roedores. Indudablemente,
los eritrocitos de pollo fueron menos susceptibles a la lisis inducida por el extracto
acuoso de M. complanata, ya que éste mostro actividad hemolitica menos potente y
menos eficiente. En el Cuadro 1 se muestran los valores promedio de las UHso y
sus efectos maximos (Emax) Obtenidos para la actividad hemolitica del extracto
sobre los distintos tipos de eritrocitos.
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Figura 11. Curvas concentracion-respuesta de la actividad hemolitica del extracto
de M. complanata sobre eritrocitos de distintas especies.
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Cuadro 1. Valores de las unidades hemoliticas medias (UHso) y efectos maximos
(Emax) de la actividad hemolitica del extracto acuoso de M. complanata sobre

eritrocitos de diferentes especies.

UH5g Emax
Especies
(ug proteina/ml) (% de hemalisis)

Humano 5.36 £ 0.88 99.78 £ 0.98
Pollo 24.55 + 6.93* 80.85 + 6.82
Cobayo 0.56 £ 0.01 105.45 £ 2.15
Rata 0.49 £ 0.09 08.87 +3.34
Raton 0.80+0.03 107.15+1.65

5.4.2. Evaluacion de la actividad hemolitica en presencia de cationes divalentes.

En el Cuadro 2 se muestran los valores de las UHso de las actividades hemoliticas
del extracto acuoso de M. complanata sobre eritrocitos de rata en presencia de los
jones cati6nicos Ca?* y Mg?*. Estos resultados mostraron que no hubo cambios
significativos en la actividad hemolitica del extracto en presencia de los cationes

divalentes.
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Cuadro 2. Valores de las unidades hemoliticas medias (UHso) del extracto acuoso

de M. complanata en presencia de Ca™" y Mg™".

Cloruro de calcio (CacCly) Cloruro magnesio (MgCly)
Control (ug de proteina/ml) (g de proteina/ml)
5 mM 10 mM 5 mM 10 mM

0.48 +0.12 0.45+0.04 0.35+0.19 0.68 +0.37 0.39+0.19

5.4.3. Evaluacion del efecto de la temperatura sobre la actividad hemolitica.

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad hemolitica del extracto
acuoso de M. complanata se realizaron dos ensayos, en uno de ellos se evalué el
efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad hemolitica del extracto
(Cuadro 3). En estos resultados se observé que las citolisinas proteinicas presentes
en el extracto presentan un amplio rango de temperatura a la cual pueden inducir
hemdlisis.

El otro ensayo para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad
hemolitica del extracto acuoso consistid en incubar previamente el extracto a
diferentes temperaturas para después evaluar su actividad (Cuadro 4). Estos
resultados indicaron que las citolisinas proteinicas presentes en el extracto
comenzaron a perder actividad hemolitica al preincubarlo a 60 °C. Después de la

incubacion a 100 °C ya no se observé actividad hemolitica (Figura 12).
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Cuadro 3. Valores de las unidades hemoliticas medias (UHso) del extracto acuoso

de M. complanata a diferentes temperaturas de incubacion.

Temperatura (°C)

UHso (Mg proteina/ml)

20 1.63+1.14
25 1.18 + 0.06
28 0.85+0.43
30 0.94 +0.02
34 0.62 +0.02
37 0.31+0.35
40 0.31+0.06
43 0.32+0.03
46 0.30 £ 0.02
50 0.35+0.01

Cuadro 4. Valores de las unidades hemoliticas medias (UHs) del extracto acuoso

de M. complanata a después de la preincubacién a diferentes temperaturas.

Temperatura (°C)

HUso (Ug proteina/ml)

4 0.41+0.12
25 0.35+0.2
37 0.17 £0.03
45 0.50 = 0.07
60 12. 97 £ 2.06
100 -
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Figura 12. Curvas concentracion-respuesta de la actividad hemolitica del extracto
acuoso de M. complanata después de la incubacion a diferentes temperaturas.

5.4.4. Evaluacion de la actividad hemolitica a diferentes tiempos de incubacion.

Se debe tener en cuenta que todas las especies que segregan algun tipo de toxina
desarrollaron esta cualidad por dos razones principales: 1) Para defenderse de sus
depredadores y 2) para cazar y alimentarse, convirtiétndose en un mecanismo
ambivalente para su supervivencia. Como los cnidarios habitan en un ambiente
acuatico, donde las presas son mas rapidas y escurridizas, se dispuso a determinar
la rapidez de la accién hemolitica del veneno variando los tiempos de incubacion.

Como resultado (Cuadro 5), se observo que el efecto hemolitico se hizo presente a
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partir de los diez minutos de incubacion sin mostrar diferencias significativas entre

los tiempos de mayor duracion.

Cuadro 5. Unidades hemoliticas medias (UHso) de la actividad hemolitica del

extracto de M. complanata a diferentes tiempos de incubacion.

Tiempo (min) UHsp (Ug proteina/ml)
10 0.58+0.11
20 0.52+0.14
30 0.41 +0.05
60 0.20 £ 0.03

5.5. Determinacion de la actividad hemolitica retardada.

Tras evaluar la actividad hemolitica retardada del extracto acuoso desnaturalizado,
empleando un tiempo de incubacion de 4 horas, se encontr6 que éste induce
actividad dependiente de la concentracién (UHso = 1,050 + 45.85 ug/ml). Al evaluar
de este mismo modo el efecto hemolitico del extracto etandlico preparado a partir
del extracto acuoso se observé un efecto similar (UHso = 1,167 + 54.95 pg/ml).
Esto esta indicando que efectivamente, los componentes solubles en etanol que se
encuentran presentes en el extracto acuoso son termoestables y completamente
solubles en este solvente. Al evaluar el efecto de los extractos etandlicos obtenidos
por maceracion directa de los fragmentos blanqueados y normales se observo un
aumento significativo de la potencia (Cuadro 6). La UHsg calculada para el extracto

etandlico de los fragmentos normales (control de acondicionamiento) fue 55.48 +
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14.36, mientras que la del extracto etandlico proveniente de los fragmentos
blanqueados fue de 17.35 + 2.77 pg/ml. Las curvas concentracion-respuesta de
estos efectos se muestran en la Figura 13. Estos resultados mostraron que los
componentes termoestables provienen del hidrocoral y no de los dinoflagelados
simbiontes, ya que a pesar de no haber dinoflagelados (responsables de dar el
color al hidrocoral) el efecto hemolitico retardado se conservo.

Cuadro 6. Unidades hemoliticas medias (UHso) de la actividad hemolitica de los

extractos con hemolisinas termoestables.

Unidad Hemolitica media (UHsp)
Extracto
(Mg /ml)
Control directo desnaturalizado 1,050 + 45.85
Etandlico a partir del polvo liofilizado
) 1,167 £ 54.95
(0% de proteina)
Etandlico a partir de fragmentos no
) 55.48 + 14.36
blanqueados (0.699% de proteina)
Etandlico a partir de fragmentos
17.35+2.77
blanqueados (0.067% de proteina)
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Figura 13. Curvas-concentracion respuesta de la actividad hemolitica del veneno
desnaturalizado y extractos etandlicos.

5.6. Ensayo de toxicidad de los extractos.

De manera adicional, se determin6 el efecto toxico del extracto acuoso de M.
complanata en dos diferentes especies de insectos a fin de determinar un modelo
de toxicidad que no impligue mayor gasto de muestra como en el caso de modelos
con roedores. Los resultados mostraron que el extracto acuoso fue toxico en
zofobas vy grillos (Cuadro 2), siendo estos ultimos los mas sensibles al extracto. Al

evaluar los extractos etanélicos en estos insectos no se observo dicha letalidad.

44



Cuadro 7. Valores de la dosis letal media (DLsp) del extracto acuoso de Millepora

complanata.

Célculo mediante ajuste no lineal

DLsg

(ug proteinal/g)

24 horas 48 horas
Grillos (Acheta domestica) 51.6 £ 6.59 16.75 + 3.69
Zofobas (Zophoba morio) 761 £105.40 784 £ 82.40

Calculo mediante el método de Lorke

DLso

(ug proteinal/g)

24 horas 48 horas
Grillos (Acheta domestica) 31.78 17.78
Zofobas (Zophoba morio) 100 100
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6. DISCUSION

Gracias a diversas investigaciones, en su mayoria enfocadas en especies de la
clase Anthozoa, se sabe que los venenos de los cnidarios estan constituidos por
mezclas complejas que varian en composicion y actividad biologica. Entre sus
constituyentes, los venenos de cnidarios presentan dos tipos principales de
componentes potencialmente toxicos: las neurotoxinas y las citolisinas (Kem y Turk,
2009). Por lo general, las neurotoxinas son péptidos de bajo peso molecular que
actlan sobre algunos canales i6nicos ocasionando un efecto de paralisis en la
presa (Kem y Turk, 2009; Norton, 2009) o desencadenando respuestas de dolor
(Bohlen y Julius, 2012). Por otra parte, las citolisinas de los cnidarios son un
numeroso grupo de proteinas y péptidos que ayudan en la predigestion de las
presas y en la diseminacion de los venenos en los tejidos mediante la induccién de
dafio local de los tejidos y el rompimiento de las células, principalmente los
eritrocitos (Kem y Turk, 2009; Norton, 2009; Anderluh y Macek, 2002).

Tanto las neurotoxinas como las citolisinas han atraido el interés de diversos
grupos de investigacion debido a sus posibles aplicaciones en investigaciones
farmacolégicas. Las citolisinas en particular, se han utilizado en el estudio de
diversos procesos bioldgicos de las membranas celulares y se les buscan posibles
aplicaciones terapéuticas, tales como antiparasitarias y anticancerigenas (Anderluh
y Macek, 2002; Kristan y col., 2009). Ademas de esto, el estudio de las citolisinas
de cnidarios ha incrementado recientemente debido a que a estos componentes se
les han atribuido los dafios locales provocados por el contacto con estos
organismos (Brinkman y Burnell, 2009; Sher y Zlotkin, 2009; Mariottini y Pane,
2014). De este modo, la caracterizacion de las citolisinas de cnidarios es importante
ya que esto puede conducir al desarrollo de cuidados adecuados para las victimas
de envenenamiento por cnidarios.

En diversos estudios se ha encontrado que las citolisinas de cnidarios inducen
hemolisis contra eritrocitos de diferentes especies (Mariottini y Pane, 2014). Con
algunas excepciones, estas citolisinas estan contenidas en los nematocistos

(Ozbek y col., 2009). Algunos cnidarios tienen nematocistos capaces de penetrar la
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piel humana, de tal modo que al inyectar su contenido generan sintomas locales y
sistémicos que pueden llegar a ser un problema serio de salud (Burnett, 2009;
Ward y col., 2012; Cegolon y col., 2013). En el Caribe Mexicano, las especies del
género Millepora destacan por su capacidad de inducir reacciones locales similares
a quemaduras en la piel humana después del contacto. De hecho, se sabe que los
nematocistos de estas especies son capaces de penetrar la piel humana (Garcia-
Arredondo y col., 2012). En estudios previos, se reportaron las curvas
concentracion-respuesta de la actividad hemolitica del extracto acuoso de M.
complanata sobre eritrocitos de rata (lbarra-Alvarado y col., 2007; Garcia-
Arredondo y col., 2011). En uno de esos estudios se encontré que la actividad
hemolitica se perdié cuando el extracto se incubdé durante 30 min en un bafio de
agua a ebullicion, sugiriendo que los componentes responsables de esa actividad
son proteinas termolébiles (Ibarra-Alvarado y col., 2007). En este estudio, se
encontré que el extracto acuoso de M. complanata indujo hemalisis en eritrocitos de
diferentes especies, incluyendo humano, pollo, cobayo, ratébn y rata. Estos
resultados mostraron que los eritrocitos de los roedores fueron mas susceptibles a
la lisis inducida por el extracto los eritrocitos de humano y de pollo, este efecto
podria deberse a las diferencias en la proporcién de los lipidos que presentan las
membranas de los eritrocitos de cada una de las especies, lo cual influye en la
especificidad de las citolisinas de los cnidarios (Anderluh y Macek, 2002).

Algunos estudios enfocados en la actividad de las proteinas hemoliticas de
cnidarios, incluyendo especies del género Millepora, han mostrado que éstas
comienzan a inducir el efecto hemolitico al poco tiempo de entrar en contacto con
los eritrocitos (Torres, 2001; Anderluh y Macek, 2002; Yu et al., 2007; Kang et al.,
2009; Klyshco et. al, 2004; Shiomi y col., 1989). En éste estudio, se demostrd que
el extracto acuoso de M. complanata induce su actividad hemolitica tan solo a los
10 min de entrar en contacto con los eritrocitos a una temperatura de 37°C, algo
muy similar a lo observado cuando se incuba durante 30 minutos.

Como ya se ha dicho, el efecto hemolitico que presenta el extracto acuoso de M.
complanata es sensible a la temperatura. Después de incubar el extracto a 60°C

durante 30 min, provoco un decaimiento de su actividad hemolitica, misma que
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desaparece cuando el extracto se preincuba a una temperatura de 100°C por 30
min. Esto puede deberse a dos principales motivos: que la temperatura favorece la
desnaturalizacion de algunas citolisinas y que las posibles proteasas presentes en
el extracto descomponen a las citolisinas como respuesta a la elevacién de la
temperatura. Sin embargo, estudios efectuados sobre el extracto acuoso de M.
complanata han demostrado que en éste no existe actividad de proteasa (Garcia-
Arredondo y col., 2015). En cambio, las actividades hemoliticas de los venenos de
las medusas Rhopilema esculentum (Yu et al., 2007) y Carybdea alata (Chung y
col., 2001), que si presentan actividad de proteasa, se reducen significativamente
después de la incubacion a 45°C por 30 minutos. Es posible que la mayor
resistencia del extracto acuoso de M. complanata se deba a la ausencia de
proteasas. Indudablemente, el hecho de que la actividad hemolitica del extracto se
pierda cuando este se incuba a 100°C se debe a la desnaturalizacion de las
proteinas citoliticas.

Por otra parte, al evaluar la actividad hemolitica del extracto acuoso a diferentes
temperaturas de incubacion, no se observaron cambios significativos, mostrando
gue las hemolisinas presentes en el extracto son relativamente estables en un
rango de temperatura que oscila entre los 20°C y 50°C. Como punto de
comparacion, algunos estudios con venenos de medusas han mostrado que éstos
usualmente inducen su actividad Optima a temperaturas por debajo de 45°C. Por
ejemplo, la temperatura 6ptima de incubacion para la actividad hemolitica del
veneno de Stomolophus meleagris fue de 37°C, pero se pierde a partir de los 45°C
(Li et al., 2013). Es por esta razdn que una de las recomendaciones mas frecuentes
en el tratamiento de lesiones por contacto con medusas es la aplicacion de agua
caliente, de 42 a 45°C (Ward, 2012); sin embargo, en el caso de las lesiones
causadas por el contacto con M. complanata esta recomendacion podria ser no tan
efectiva.

Hasta ahora, el mecanismo mediante el cual los venenos de las especies del
género Millepora inducen su actividad hemolitica no ha sido definido. Algunos

estudios con venenos de cnidarios ligan la actividad hemolitica a la presencia
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enzimas con actividad de fosfolipasa A, (PLAz) y a las toxinas formadoras de poro
tipo actinoporinas (Sher y col., 2005).

La actividad hemolitica de las actinoporinas se debe a una desestabilizacion de las
membranas de los eritrocitos a causa de la formacion de poros selectivos a
cationes (Kem y Turk, 2009). En cambio, la actividad hemolitica de las proteinas
con actividad de PLA; puede deberse a la misma actividad enzimatica, resultando
en hidrélisis de los fosfolipidos membranales; o indirectamente a través de la
generacion de acidos grasos téxicos y lisofosfolipidos (Nevalainen y col., 2009).
Algunos estudios han mostrado que la actividad hemolitica de los extractos de las
especies del género Millepora podria estar relacionada con la presencia de
proteinas con actividad de PLA,. Por ejemplo, se han reportado que las especies
de Millepora presentan una mayor actividad de PLA, en comparacion con otros
cnidarios (Nevalainen y col., 2009). En otro estudio se reporté que los venenos de
M. dichotoma y M. platyphylla presentan actividad de PLA; pero no presentan
actividad de proteasa ni de hialuronidasa (Shiomi y col., 1989). Estudios dirigidos
por Radwan y Aboul-Dahab reportaron la presencia de una hemolisina derivada del
veneno de M. platyphylla de 32.5 kDa de peso y con actividad PLA,, a la cual
llamaron milleporina-1(Radwan y Aboul-Dahab, 2004). El extracto acuoso de M.
complanata no es la excepcion, ya que estudios previos han demostrado que éste
presenta dicha actividad y que ademas, ésta se ve significativamente afectada al
incubarse en presencia de bromuro de p-bromofenasilo; un inhibidor de la actividad
PLA; (Ibarra-Alvarado y col., 2007). En un estudio cromatografico preliminar se
detect6 la presencia de una hemolisina con un peso molecular relativo muy similar
al de la milleporina-1 en el extracto de M. complanata (Ibarra-Alvarado y col., 2007).
Una caracteristica comun de las PLA, de secrecion es que presentan un sitio de
unién a Ca**, muchas de estas enzimas requieren la presencia de concentraciones
milimolares de este i0n para inducir su actividad catalitica. En este estudio, se
observo que la actividad hemolitica del extracto de M. complanata es independiente
a la presencia de cationes divalentes como el Ca?* y el Mg?*. El efecto de estos
cationes sobre la actividad hemolitica de los venenos de cnidarios es variable, lo

cual se debe posiblemente a diferencias estructurales entre las hemolisinas que
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contribuyen a su actividad catalitica (Anderluh y Macek, 2002; Yu y col., 2007; Kang
y col., 2009; Feng y col., 2010; Li y col., 2013).

Ademas de las proteinas hemoliticas existe la posibilidad de la presencia de
hemolisinas de naturaleza no proteinica en los venenos de cnidarios. Un buen
ejemplo es la palitoxina, un compuesto poli-hidroxilado aislado de microalgas
marinas y posteriormente encontrado en el cnidario de la clase Anthozoa, Palythoa
toxica. Esta toxina, ademés de ser altamente toxica posee actividad hemolitica
retardada, es decir; induce hemolisis cuando se incuba por 4 horas en presencia de
los eritrocitos (Bellocci y col., 2011).

Un hallazgo interesante, en un estudio previo sobre el extracto acuoso de M.
complanata, fue que éste contiene citolisinas no proteinicas que inducen actividad
hemolitica retardada (Garcia-Arredondo y col., 2015). En ese estudio se detectd
una fraccion cromatogréfica no proteinica, altamente soluble en agua y etanol, que
indujo hemodlisis retardada. Considerando lo anterior, en el presente estudio se
evaluo dicha actividad después de desnaturalizar las proteinas contenidas en el
extracto. Asumiendo que la fraccion hemolitica no proteinica es completamente
soluble en agua y alcohol, se evaludé la actividad hemolitica retardada de un
extracto etandlico derivado del extracto acuoso liofilizado, observandose resultados
muy similares a los obtenidos por parte del extracto acuoso desnaturalizado. No se
detectd un contenido de proteina en el extracto etandlico, lo que sugiere que éstas
hemolisinas no proteicas fueron extraidas por medio del disolvente.

Con la finalidad de conocer la fuente de las hemolisinas no proteinicas en el
extracto acuoso, se prepararon extractos etandlicos derivados de fragmentos del
hidrocoral blanqueado y de su respectivo control de acondicionamiento. Al evaluar
los extractos etandlicos, se observé que el de los fragmentos blanqueados presenté
una mayor potencia que el extracto del control de acondicionamiento, y que estos
dos a su vez, presentan mayor potencia que la del extracto acuoso desnaturalizado
y el extracto etandlico obtenido a partir del polvo liofilizado. Estas diferencias en la
potencia se deben a que el extracto de los fragmentos blanqueados esta mas

concentrado en cuanto al contenido de hemolisinas no proteinicas. Estos
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resultados constituyen una evidencia de que las hemolisinas no proteinicas
provienen del hidrocoral y no de sus algas simbiontes.

En un estudio sobre la medusa Pelagia noctiluca se encontrdé que el etanol al 70%
no indujo la descarga del contenido de los nematocistos y que ademas deteriord
drasticamente la respuesta de descarga inducida por quimiorreceptores (Morabito y
col.,, 2014). Ese estudio sugeria la posibilidad de que los extractos etandlicos
preparados en este estudio no contenian las toxinas de los nematocistos. Para
confirmar esta posibilidad, se realizé un extracto de nematocistos de M. complanata
mediante un método previamente descrito (Garcia-Arredondo y col., 2012). Estos
nematocistos se resuspendieron en etanol y se observaron al microscopio,
encontrandose que mas del 90% de los nematocistos estaban sin descargar
(Garcia-Arredondo y col., 2014). Este hallazgo confirma que efectivamente, las
hemolisinas no proteinicas no provienen de los nematocistos. La presencia de
toxinas, tanto metabolitos secundarios bioactivos como proteinas citoliticas, en los
tejidos de los organismos de la clase hydrozoa es muy comudn y constituye un
mecanismo de proteccion adicional a sus nematocistos (Sher y Zlotkin, 2009).

De manera adicional, en este estudio se evaluo6 la actividad insecticida del extracto
acuoso de M. complanata, esto con la finalidad de establecer un modelo adecuado
para evaluar toxicidad en futuras investigaciones. Es comun que muchas toxinas de
cnidarios presentan actividad toxica en insectos. Esto se debe a que los insectos y
los crustaceos, que son presas de los cnidarios, tienen ancestros en comun (Yan y
col., 2014). De este modo se encontro que los grillos Acheta domestica constituyen

un buen modelo para evaluar dicha actividad de este extracto.
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7. CONCLUSIONES

En este estudio se encontraron evidencias que muestran que el extracto acuoso de
M. complanata contiene una o varias proteinas hemoliticas termolabiles que actian
de manera rapida y con mayor resistencia a la temperatura que otras hemolisinas
de cnidarios. Estas hemolisinas termolabiles no actian de manera dependiente de
la presencia de iones Ca** y Mg**.

Por otro lado, también se encontraron evidencias que muestran que el extracto
acuoso de este hidrocoral contiene hemolisinas termoestables, altamente solubles
en etanol, que actian de manera lenta. Estas hemolisinas termoestables no
provienen de los nematocistos pero si de los tejidos del hidrocoral.

Finalmente, se encontrd6 que los grillos (Acheta domestica) constituyen un buen
modelo para evaluar la toxicidad de las proteinas presentes en el extracto acuoso
de M. complanata, pero no para evaluar la toxicidad de los componentes

termoestables.
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Abstract

Background: Millepora complanata is a plate-like fire coral common throughout the Caribbean. Contact with this
species usually provokes burning pain, erythema and urticariform lesions. Our previous study suggested that the
aqueous extract of M. complanata contains non-protein hemolysins that are soluble in water and ethanol. In general,
the local damage induced by cnidarian venoms has been associated with hemolysins. The characterization of the
effects of these components is important for the understanding of the defense mechanisms of fire corals. In addition,
this information could lead to better care for victims of envenomation accidents.

Methods: An ethanolic extract from the lyophilized aqueous extract was prepared and its hemolytic activity was

compared with the hemolysis induced by the denatured aqueous extract. Based on the finding that ethanol failed to
induce nematocyst discharge, ethanolic extracts were prepared from artificially bleached and normal M. complanata
fragments and their hemolytic activity was tested in order to obtain information about the source of the heat-stable
hemolysins.

Results: Rodent erythrocytes were more susceptible to the agueous extract than chicken and human erythrocytes.
Hemolytic activity started at ten minutes of incubation and was relatively stable within the range of 28-50°C. When the
aqueous extract was preincubated at temperatures over 60°C, hemolytic activity was significantly reduced. The denatured
extract induced a slow hemolytic activity (HUsq = 1,050.00 + 45.85 ug/mL), detectable four hours after incubation, which
was similar to that induced by the ethanolic extract prepared from the aqueous extract (HUsy = 1,167.00 + 54.95 pg/mL).
No significant differences were observed between hemolysis induced by ethanolic extracts from bleached and normal
fragments, although both activities were more potent than hemolysis induced by the denatured extract.

Conclusions: The results showed that the aqueous extract of M. complanata possesses one or more powerful heat-labile
hemolytic proteins that are slightly more resistant to temperature than jellyfish venoms. This extract also contains slow

thermostable hemolysins highly soluble in ethanol that are probably derived from the body tissues of the hydrozoan.

Keywords: Cytolysins, Hemolysins, Fire coral, Millepora complanata

Background

The genus Millepora comprise calcareous cnidarians
that are found on coral reefs worldwide, except on the
Hawaiian coast, and constitute one of the most import-
ant contributors to reef structures [1]. The nematocysts
of these hydrozoans can penetrate the human skin and it
is well known that contact with them results in burning
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pain followed by local erythema, urticariform lesions,
and pruritus with regression over a 1- to 2-week period
[1-4]. Because of their significant toxicity, Millepora spe-
cies are commonly known as “fire corals”. However, al-
though superficially they resemble scleractinian stony
corals, they are not true corals. Based on morphological
and biological characteristics, Millepora species are clas-
sified as members of the class Hydrozoa, and not of the
class Anthozoa to wich scleractinian corals belong [1].
In addition, Millepora species are capable of inducing
systemic toxicity in humans, which includes nausea,

© 2014 Garcia-Arredondo et al, licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), which permits unrestricted use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commons Public

Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this

article, unless otherwise stated.


mailto:alejandro.gr@uaq.mx
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0
http://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/

Garcia-Arredondo et al. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases 2014, 20:49

http://www.jvat.org/content/20/1/49

vomiting, respiratory difficulty, fever, and even nephritic
syndrome, acute renal failure, and pulmonary edema [3,4].

Several toxinological studies have shown that the
venom contained in the nematocysts of Millepora spe-
cies is mainly composed of thermolabile protein toxins
that display lethal, hemolytic, dermonecrotic, and anti-
genic properties [5-9]. Conversely, we have found evi-
dence of the presence of important non-protein bioactive
compounds in the aqueous extract of M. complanata, a
plate-like fire coral commonly found along the Mexican
Caribbean coast. Previously, we observed that the aqueous
extract of this hydrozoan provoked contractile effects on
isolated guinea pig ileum segments and rat aortic rings,
and also induced hemolysis of rat erythrocytes [10,11]. By
means of a chromatographic analysis of this extract, we
detected the presence of a hemolytic protein of approxi-
mately 30 kDa and vasoconstrictor proteins of 15, 20, and
61 kDa. In order to evaluate the systemic toxicity of this
extract on mice, we previously found that it induced two
characteristic types of death depending on the dose ad-
ministered by intravenous route [12]. Doses equal to or
higher than LDs, (LDsg = 4.62 pg protein/g of body weight)
provoked convulsions and death within one minute,
whereas doses lower than LDsq generally caused death
many hours after injection and tissue samples from these
animals revealed histological damage to the kidneys and
lungs. Denaturation of the proteins contained in the ex-
tract, by incubation in a boiling bath for 30 minutes,
resulted in the deactivation of their capacity to induce de-
layed death and histological damage. Surprisingly, the de-
naturation of the extract did not affect its capacity to
induce convulsions and rapid death. Through a three-step
chromatographic fractionation, we found a non-protein
fraction, called MC1-IIA, which induces vasoconstriction,
delayed hemolysis (incubation for four hours at 37°C), and
lethal effects on mice. A subsequent analysis showed that
this fraction contains polyoxygenated alkylbenzenes that
are highly soluble in water and ethanol [12].

The hemolytic activities of several cnidarian venoms
are well documented [13]. The importance or implica-
tions of in vivo erythrocyte lysis by venom hemolysins is
not completely understood, but these venom hemolysins
are not specific and may affect other cell types [14]. In
fact, local damage induced by cnidarians, such as inflam-
mation and dermonecrosis, is attributed to hemolysins
injected by the nematocysts [13,15,16]. For this reason,
it is important to study the hemolytic properties of cni-
darian venoms, which could lead to better care for the
victims. For example, first aid treatment of accidental
contact with jellyfish includes rinsing the site of the sting
with some chemical substances. It was found that lido-
caine, ethanol, and diluted acetic acid are highly effective
in reducing in situ nematocyst discharge [17-20]. In
addition, it is proposed that thermal treatment (immersion
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of the sting site in 45°C water or the application of ice
packs) may aid in one or two ways: via the deactivation of
heat labile proteins in the venom, or via modulation of
pain receptors [17,21]. However, it could present variations
in the sensitivity of cnidarian hemolysins to temperature.
At present, the most common recommendations for
treatment of injuries caused by contact with fire corals
are the same as those for stings provoked by jellyfish. Al-
though information about the hemolytic properties of
these hydrozoans is scarce, it is important for the under-
standing of the defense mechanisms of these organisms.
The aim of the present study was to obtain basic data on
the hemolytic activity of the aqueous extract of M. com-
planata, not only by investigating the hemolytic proper-
ties of the protein compounds, but also by analyzing the
hemolysis induced by the non-protein compounds.

Methods

Materials

D-glucose, NaCl, MgCl,, CaCl,, and ethanol absolute
(HPLC grade) were purchased from J.T. Baker (USA).
Citric acid and sodium citrate were obtained from Sigma
(USA). The reagents used in the determination of pro-
tein concentration were obtained from Bio-Rad (USA).

Sample collection and aqueous extract preparation
Fragments of M. complanata were collected from the
coast of Puerto Morelos, Quintana Roo, Mexico, at a site
known as “La Bocana Chica”, in December 2012. The
fragments were kept wet with sea water for their trans-
portation to the Reef Systems Academic Unit (in Spanish,
Unidad Académica de Sistemas Arrecifales) and then were
frozen and stored at —70°C. Then, all fragments were
transported in dry ice to our laboratory in Querétaro,
Mexico, where extraction was performed.

Nematocyst discharge was induced by stirring the cal-
careous fragments in deionized water at 4°C for 24 hours.
The extract obtained was centrifuged at 3,000 rpm
(2,060 x g) for 15 minutes at 4°C. This procedure was re-
peated twice, and the supernatant was freeze-dried and
stored at —70°C. The lyophilized product was dissolved
in deionized water at a concentration of 150 mg/mL and
centrifuged at 3,000 rpm (2,060 x g) for 15 minutes at
4°C. Then, the supernatant was filtered through a 0.45 um
pore filter (Millipore, Germany). The filtered solution was
stored at —20°C and used to determine the biological
effects.

Protein concentration determination

Protein was determined by the Bradford assay [22], using
a standard curve prepared with lyophilized bovine serum
albumin.
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Hemolytic activity test

The hemolytic activity was monitored as described for
the jellyfish venom Cassiopea xamachana [23]. Briefly,
for each experiment an aliquot of blood was washed three
times with Alsever’s solution composed of 120 mM
D-glucose, 30 mM sodium citrate, 7 mM NaCl, and 2 mM
citric acid, pH 7.4. Washing was done by low-speed cen-
trifugation (1,000 x g, four minutes) of blood at 4°C
(Hermle Z 323 K centrifuge, Lab-Tech Instrumentation,
Germany). Washed erythrocytes were diluted in 1% Alsever’s
solution (v/v) and combined with different amounts of
the aqueous extract (0.03, 0.10, 0.32, 1.00, 3.16, 10.00,
31.60, 100.00, and 316.00 pg protein/mL). Then the sam-
ples were incubated at 37°C for 30 minutes (Eppendorf AG
22331Thermomixer, Brinkmann Instruments, Germany).
Subsequently, the reaction was stopped by centrifuging
for four minutes at 1,000 x g. The A4y5 of the super-
natant fluid containing the hemoglobin released from
lysed erythrocytes was measured in a spectrophotom-
eter (Lambda Bio, Perkin Elmer Co., USA). Each experi-
ment was normalized with respect to complete hemolysis,
which was measured by diluting the erythrocyte sample
in deionized water instead of Alsever’s solution. One
hemolytic unit (HUso) was defined as the amount of pro-
tein sample required to cause 50% hemolysis.

Hemolytic properties of the aqueous extract
The hemolytic activity of the aqueous extract of M. com-
planata was tested by using blood samples from humans
(young males, weighing approximately 70 kg), chicken
(males, weighing 600 g), Harley guinea pigs (males,
weighing 450 g), Wistar rats (males, weighing 250 g) and
CD1 mice (males, weighing 30 g). Subsequent experi-
ments were conducted using samples of rat blood. Drug-
free human blood samples were supplied by the Unit of
Chemical Services, School of Chemistry, UAQ (Unidad
de Servicios Quimicos, Facultad de Quimica, UAQ).
Animal blood samples were supplied by the Animal
House of the Institute of Neurobiology, UNAM (Bioterio
del Instituto de Neurobiologia, UNAM). The hemolytic
activity rate of the aqueous extract was tested by using
different incubation times (10, 20, 30, and 60 minutes).

In order to evaluate the thermal stability of the
hemolytic activity induced by the aqueous extract, it
was tested after preincubation at different temperatures
(4, 25, 37, 45, 60, and 100°C) for 30 minutes. In
addition, the optimum temperature of the aqueous ex-
tract was tested by utilizing different incubation tem-
peratures (20, 25, 28, 30, 34, 37, 40, 43, 46, and 50°C)
for 30 minutes.

The effects of Ca™ and Mg"™" on the hemolytic activity
induced by the aqueous extract were evaluated by adding
5 and 10 mM of CaCl, or MgCl, to Alsever’s solution.
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Analysis of the non-protein hemolysins

In a previous study, we found a non-protein fraction in
the aqueous extract of M. complanata that was highly sol-
uble in water and ethanol, which induced slow hemolytic
activity [12]. Hence, in this study the hemolytic activity of
the denatured aqueous extract (induced by preincubation
at 100°C for 30 minutes) was tested by incubating erythro-
cytes (0.10, 0.32, 1.00, 3.16, 10.00, 31.60, 100.00, 316.00,
and 1000.00 pg/mL) for four hours at 37°C. The ethanolic
extract was prepared by maceration of the lyophilized
aqueous extract with ethanol for 48 hours. Then the
organic extract was filtered (Whatman filter paper n. 1,
General Electric Company, USA) and concentrated to
solvent free by evaporation in a rotating evaporator
(Biichi, V-850, R-114, B-480, Switzerland) at 40°C.

In order to determine the source of the non-protein
cytolysins in M. complanata aqueous extract, the etha-
nolic extracts were prepared in the same way, from arti-
ficially bleached and normal hydrozoan fragments. It
was found that 70% ethanol failed to induce nematocyst
discharge and dramatically impaired chemosensitizer-
induced discharge response [19]. It was thus assumed
that ethanolic extracts from M. complanata fragments
contain mainly extra-nematocyst material. In order to
test this assumption, M. complanata nematocysts were
isolated by the method described by Radwan [9] and
suspended in ethanol to observe their possible discharge.
Bleaching induction was performed according to a method
described elsewhere [24]. Briefly, immediately after collec-
tion, the calcareous hydrozoan fragments were anchored
individually onto modeling clay (Plasticine, Flair Leisure
Products plc, UK) on acrylic sheets, divided in two groups,
and each group was put into an 80-liter acrylic aquarium
tank with filtered flowing seawater at 27°C for five days.
Then, the temperature of the tank that contained the
experimental group was raised to 33°C until bleaching of
the fragments was observed (five days). The temperature of
the other tank was maintained at 27°C during this period,
and these fragments were used as a normal control frag-
ments. All fragments were subsequently frozen and stored
at -70°C.

Statistical analysis

The program Prism version 5.00 (GraphPad Software,
USA) was used for all analysis of data and statistics. Each
concentration-response curve was plotted in triplicate
using erythrocytes from one animal. For each curve, the
HUs, was estimated by fitting log(agonist) vs. response
using non-linear regression analysis. The HUso of each
experimental condition was expressed as mean + SEM
(n = 3) and multiple comparisons were made by one-way
analysis of variance followed by Tukey’s test. All tests were
considered statistically significant at p <0.05.
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Results

Properties of the hemolytic activity of the aqueous
extract

M. complanata aqueous extract was tested for its hemolytic
activity on erythrocytes of various species. These results
showed that the extract induces concentration-dependent
hemolytic activity in all species used in this study (Figure 1).
Comparisons between HUjs(, values did not show differ-
ences between guinea pig, rat and mouse. A slight dif-
ference, statistically insignificant, was observed among
hemolysis induced on human erythrocytes and other
red blood cells. Undoubtedly, chicken erythrocytes were
less susceptible to lysis, resulting in a hemolytic effect
with lower potency and less efficacy. Table 1 shows the
HUj;o and E, ., values estimated by non-linear regres-
sion analysis.

When the hemolytic activity of the aqueous extract
was tested by using different incubation times (10, 20,
30, and 60 minutes), no significant differences were ob-
served (Table 2). These results indicate that the extract
induces a rapid hemolytic activity and after ten minutes
its potency is similar to that observed after 30 minutes
of incubation.

The hemolytic activity induced by the aqueous extract
exhibited thermal instability. Figure 2 shows represen-
tative hemolytic concentration-response curves of the
extract after preincubation at different temperatures and
Table 3 shows the corresponding HUs, values. The
hemolytic activity of the extract was not significantly
affected when it was preincubated at temperatures below
45°C for 30 minutes. The hemolytic potency of the ex-
tract was significantly reduced after incubation at 60°C
and was destroyed at 100°C. However, when the hemolytic
activity of the extract was assayed by using different
temperatures of incubation with rat erythrocytes for
30 minutes, no significant differences were observed at
temperatures over 28°C (Table 4). However, at tempera-
tures lower than 28°C, hemolytic activity was signifi-
cantly reduced. Temperatures of incubation above 50°C
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Figure 1 Representative concentration-response curves of
hemolysis induced by M. complanata aqueous extract on
erythrocytes of various species.
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Table 1 Values of hemolytic activity (HUso and E,,,) of
the M. complanata aqueous extract on erythrocytes of
various species

Species HUs, (g protein/mL) Emax

Human 536+088 99.78 +0.98
Chicken 24.55+6.93% 80.85+6.82
Guinea pig 0.56+0.01 10545+ 2.15
Rat 0.49+0.09 98.87+334
Mouse 0.80+0.03 107.15+1.65

*Significantly different from all HUs, values (p <0.05).

were not reported since the erythrocytes were lysed as
a result of the high temperature.

When the hemolytic activity of the aqueous extract
was assayed by using Alsever’s solution with Ca*" and
Mg"" at two concentrations (5 and 10 mM), it was ob-
served that this activity was independent of the presence
of these divalent cations. Table 5 shows the HUjz, ob-
tained in the presence of these ions.

Analysis of the non-protein hemolysins

To evaluate the hemolytic activity induced by non-
protein compounds contained in the aqueous extract of
M. complanata, the hemolytic test was performed by in-
cubating the denatured extracts with the erythrocytes
for four hours at 37°C. As a result, the denatured aque-
ous extract (protein content of 3.077% w/w) induced a
delayed concentration-dependent hemolysis (HUjso =
1,050.00 + 45.85 pg/mL). The ethanolic extract prepared
by maceration of the lyophilized aqueous extract (pro-
tein content of 0% w/w) induced a hemolytic effect
(HUs0 =1,167.00 £ 54.95 pg/mL) with a potency similar
to that induced by the denatured aqueous extract. Etha-
nolic extracts, obtained by maceration of bleached and
normal fragments (Figure 3), also induced a concentra-
tion-dependent hemolytic activity. The hemolysis induced
by the ethanolic extract (protein content of 0.699% w/w)
from control fragments (HUso = 55.48 + 14.36 pg/mL) was
similar to that induced by the ethanolic extract (protein
content of 0.067% w/w) from bleached fragments (HUsq =
17.35+2.77 pg/mL). These organic extracts were signi-
ficantly more potent than the denatured aqueous extract.
Figure 4 shows representative concentration-response

Table 2 HU;, values of the M. complanata aqueous
extract obtained by using different incubation times with
rat erythrocytes

Time (min) HUs (ng protein/mL)
10 0.58+0.11
20 052+0.14
30 041+£0.05
60 0.20+0.03
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Figure 2 Representative concentration-response curves of
hemolysis induced by M. complanata aqueous extract after
preincubation at different temperatures for 30 minutes.
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curves of the hemolysis induced by these extracts. In
addition, when isolated nematocysts suspended in ethanol
were observed by microscopy, it was found that they were
undischarged (Figure 5).

Discussion

Cnidarian venoms are complex mixtures of natural toxins
that vary in activity and composition. To date, research on
these venoms has shown that they contain two main types
of toxins, namely: neurotoxins and cytolysins [25]. Cnida-
rian neurotoxins are generally low-molecular-weight pep-
tides and clearly have an aggressive purpose as they
induce paralysis in the prey [25,26]. However, there are
also peptide neurotoxins that have a defensive role as they
induce intense pain [27]. Cnidarian cytolysins are a diverse
group of peptides and proteins that help in the pre-
digestion of prey as well as in the dissemination of the
venom by inducing local tissue destruction [14,15]. These
toxins attract considerable interest due to their possible
application as models for the study of many membrane
processes, and due to their possible use in biotherapeutic
applications such as the selective killing of parasites and
cancer cells [28,29]. Moreover, the local damage induced
by cnidarian venom has been attributed to cytolysins
[13,15,16]. Therefore, characterization of these cytolysins

Table 3 HUs, values of the M. complanata aqueous
extract obtained after preincubation at different
temperatures for 30 minutes with rat erythrocytes

Temperature (°C) HUso (Mg protein/mL)

4 041+0.12
25 035+0.2

37 0.17£0.03
45 0.50+0.07
60 12. 97 £2.06*
100 -

*Significantly different from all HUs, values (p <0.05).
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Table 4 HU;, values of the M. complanata aqueous
extract obtained by using different incubation
temperatures for 30 minutes with rat erythrocytes

Temperature (°C) HUs, (pg protein/mL)

20 60.25 + 3.88*
25 15.06 £4.53*
28 707 £145
30 8.69+082
34 415+£0.29
37 203+035
40 206 £0.66
43 207 +033
46 200+0.15
50 225+0.14

*Significantly different from all HUs, values (p <0.05).

may lead to better care for the victims of envenomation
accidents.

Cnidarian cytolysins induce hemolysis against erythro-
cytes of many different species [13]. With some excep-
tions, these cytolysins are contained in stinging capsules
called nematocysts that inject their content into prey
through a harpoon-like structure after an appropriate
stimulus [30]. Some cnidarians possess nematocysts cap-
able of penetrating the human skin and inducing local
and systemic symptoms, which comprises a serious threat
to human health [17,20,31]. In the Mexican Caribbean,
Millepora species are noted for their ability to induce
burning pain and local reactions on human skin after
contact. In fact, these species possess penetrating nema-
tocysts [2]. In a previous study, we reported the
concentration-dependent hemolytic activity of the aque-
ous extract of M. complanata on rat erythrocytes and
found that this activity was heat-labile, which suggested
that the hemolysins responsible for this activity were
proteins [11]. In the present study, we found that this
extract also induced hemolysis on human, chicken,
guinea pig and mouse erythrocytes under the same con-
ditions as those of the previous study. These results
showed that rodent erythrocytes were more susceptible
to lysis induced by the extract than human and chicken

Table 5 HU;, values of the M. complanata aqueous
extract obtained by using two different concentrations of
Ca™ and Mg** in Alsever’s solution

HUs, (pg protein/mL)

Control 048+0.12
5mM Ca™ 045 +0.04
10 mM Ca*™ 035+0.19
5 mM Mg™™ 068+037
10 mM Mg“r 039+0.19
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Figure 3 Photograph of treated M. complanata fragments that
were employed to induce bleaching. A control fragment is shown
on the left and a bleached fragment is shown on the right.

\

erythrocytes, which could be due to differences in the
composition of membrane lipids, since several cnidarian
cytolysins preferably inserts in membranes that have a
specific lipid in a greater proportion [28].

Studies on the hemolytic properties of protein cyto-
lysins from cnidarian venoms, including the Millepora
species, have shown that they induce rapid hemolysis
[23,32-35]. In this study, hemolytic reaction tests re-
vealed that after incubation with the erythrocytes for ten
minutes at 37°C, the aqueous extract of M. complanata
induces a concentration-dependent hemolysis similar to
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that previously reported after incubation for 30 minutes.
As previously observed, the hemolytic activity of this
aqueous extract was temperature-sensitive. Preincuba-
tion at 60°C significantly reduced the hemolytic activity
of the extract and this activity was almost completely
abolished when the extract was preincubated at 100°C
for 30 minutes. Loss of hemolytic activity might be due
to heat denaturation and presence of protease. However,
in a previous study we found that the aqueous extract of
this hydrozoan does not exhibit protease activity [12].

Protease activity has been identified in the venoms of
other cnidarians such as the jellyfish Rhopilema esculen-
tum and Carybdea alata [32,36]. The hemolytic potency
of these venoms was greatly reduced after preincubation
at 45°C for 30 minutes. Apparently, the aqueous extract
of M. complanata is slightly more resistant to temperature
than jellyfish venoms and this could be due to the absence
of proteases. Undoubtedly, the complete abolishment of
activity by heating at 100°C is attributed to denaturation
of hemolytic proteins. Moreover, when the hemolytic ac-
tivity of the extract was assayed at different incubation
temperatures, no significant differences were observed at
temperatures over 28°C, which indicates that hemolysins
of the extract are relatively stable in a range of tempera-
tures from 28 to 50°C. At temperatures lower than 28°C,
the hemolytic activity of the aqueous extract was signifi-
cantly reduced, which shows that warm temperatures
stimulate the hemolytic reaction. Hemolysins from
jellyfish venoms usually have their optimum activity at
temperatures below 45°C. For example, the optimum
temperature for incubation of Stomolophus meleagris
venom was 37°C relatively to its hemolytic activity [37].
The heat sensitivity of jellyfish cytolysins is one of the
reasons for applying hot water (42-45°C) to sting sites
[17,21]. However, it should be considered that this first
aid might not be the most suitable care to inactivate
the proteins that induce local reactions caused by con-
tact with M. complanata.

To date, the hemolytic mechanism of Millepora venoms
has not yet been defined. Despite the variability in the
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Figure 4 Representative concentration-response curves of hemolysis induced by non-protein extracts from M. complanata.
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Figure 5 Light microscopy image showing isolated
nematocysts that remained undischarged when suspended in
ethanol. Magnification 400 X.

A

composition of cnidarian venoms, there is evidence that
supports the idea that actinoporin-like toxins and phospho-
lipase A, (PLA,) toxins are the basic components of the
cnidarian venom system [38]. Some studies have shown
that the hemolytic activity induced by Millepora venoms
might be associated with the presence of PLA, proteins.
For instance, it was reported that Millepora species present
higher PLA, activity levels than other cnidarians [39].
Shiomi et al. [35] reported that the venoms of M. dicho-
toma and M. platyphylla exhibit PLA, activity, but other
enzymatic activity such as hyaluronidase and protease were
not detected. Radwan and Aboul-Dahab [40] isolated a
32.5 kDa PLA, protein, named milleporin-1, in the venom
of M. platyphylla that showed a significant contribution to
the overall hemolysis of human erythrocytes. As concerns
M. complanata, we found in a previous study that the
aqueous extract of this species presents PLA, activity, and
its hemolytic activity was significantly decreased after incu-
bation with the PLA, inhibitor p-bromophenacyl bromide.
In a preliminary fractionation by HPLC of this extract we
detected a hemolysin with a relative molecular weight simi-
lar to that of milleporin-1 [11].

The hemolytic activity of PLA, proteins may be due to
their enzymatic activity resulting in hydrolysis of cellular
membrane phospholipids, or indirectly through the gen-
eration of toxic free fatty acids and lysophospholipids [41].
A common characteristic of most secreted PLA, proteins
is that the presence of a millimolar concentration of Ca*™*
is required for catalytic activity. In this study, we observed
that the hemolytic activity of the aqueous extract of M.
complanata was independent of the presence of Ca®* and
Mg?*. The effect of these cations on the hemolytic activity
of cnidarian venoms is variable, which may be due to
structural differences that contribute to their cytolytic ac-
tivity [28,32,33,37,42]. It is known that PLA, from venoms
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induce other toxic effects that are either dependent or in-
dependent on catalytic activity, such as neurotoxicity, car-
diotoxicity, myotoxicity or even digestive activity [15,41].

An interesting feature of the aqueous extract of M. com-
planata is that it contains non-protein cytolysins that in-
duce slow hemolytic activity. The hemolytic activity of this
extract was evaluated after denaturation of its protein con-
tent and we found that after four hours of incubation with
erythrocytes concentration-dependent hemolysis had been
induced. Based on the previous detection of a hemolytic
non-protein fraction that was highly soluble in water and
ethanol [12], we also evaluated the hemolytic activity of an
ethanolic extract from the lyophilized aqueous extract and
observed a very similar hemolytic activity with that of de-
natured aqueous extract. Protein content was not detec-
table in this ethanolic extract, which suggested that these
non-protein slow hemolysins were completely extracted
by ethanol from the aqueous extract.

The presence of non-protein toxins in other cnidarians
is common [13,25]. The most interesting example is
palytoxin, a complex polyether compound that was first
isolated with ethanol from the zoanthid Palythoa toxica
(class Anthozoa). This hemolysin, although potent, acts
slowly on erythrocytes from several species and induces
cytotoxic activity on cultured cells [43]. In order to de-
termine the source of the non-protein hemolysins of the
aqueous extract of M. complanata, we prepared ethanolic
extracts from bleached (without symbiotic zooxanthellae)
and control fragments of the hydrozoan. These extracts
were prepared based on a study that showed that 70%
ethanol failed to induce nematocyst discharge and dra-
matically impaired chemosensitizer-induced discharge
response [19]. When isolated, nematocysts from M. com-
planata that were suspended in ethanol were observed by
microscopy, and it was found that they were undischarged.
In consideration of this fact, the extra-nematocyst material
may be extracted with ethanol from the fragments of the
hydrozoan.

The results of the evaluation of these ethanolic ex-
tracts showed that the extract from bleached fragments
was slightly more potent than the extract from control
fragments, while both were much more potent than the
denatured aqueous extract. The reason for the higher
potency of these extracts is that they present these
thermostable slow hemolysins in a higher concentration
than the denatured aqueous extract. These results indi-
cate that the source of these non-protein hemolysins is
the extra-nematocyst tissue of M. complanata and not
the nematocysts or the symbiotic zooxanthellae. The pres-
ence of bioactive secondary metabolites in the body tissue
of hydrozoans is very common and it is believed that these
organisms are protected from predation not only by their
nematocysts but also by their non-nematocystic toxins,
such as secondary metabolites and pore forming proteins
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[15]. Therefore, further research on the toxins contained
in the aqueous extract of M. complanata is essential to de-
termine their identity and mechanisms of action, and to
establish similarities with other hydrozoans and differ-
ences with other cnidarians.

Conclusions

The present results show that the M. complanata aque-
ous extract possesses one or more powerful heat-labile
hemolytic proteins that are slightly more resistant to
temperature than jellyfish venoms. These hemolysins do
not require a long incubation time and are Ca"* and Mg"™*
independent. This aqueous extract also contains slow
thermostable hemolysins that are highly soluble in etha-
nol. We inferred that these possible cytolytic secondary
metabolites are derived from the body tissues of the
hydrozoan. This hypothesis requires further research in
future studies.
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