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RESUMEN

Millepora complanata es un cnidario que se encuentra habitualmente en arrecifes
coralinos del Caribe Mexicano. Este organismo se conoce comunmente como “coral
de fuego” debido a su capacidad de causar lesiones dolorosas similares a
guemaduras en la piel humana. En estudios previos se ha encontrado que el
extracto acuoso de M. complanata presenta actividad hemolitica, vasoconstrictora y
de fosfolipasa A, (PLA;) Ademas, el extracto es letal en ratones por via
intravenosa, produciéndoles severos dafios en tejido renal y pulmonar. La
desnaturalizacién del contenido de proteina del extracto no afecta sus efectos
letales pero su capacidad para inducir hemolisis y dafios histopatoldgicos si se
pierde completamente. Esto indica que el extracto contiene toxinas termoestables
gue inducen una muerte inmediata y citolisinas termolabiles que inducen una
muerte tardia. En el presente trabajo, se purific6 un componente bioactivo no
proteinico del extracto mediante diversos andlisis cromatograficos con el fin de
establecer un método adecuado de purificacion de este tipo de compuestos y
obtener informacién sobre su estructura quimica.



1. ANTECEDENTES

1.1 Biodiversidad de los arrecifes coralinos de México

Los paises megadiversos constituyen un selecto grupo de naciones que poseen
una gran cantidad y diversidad de especies (albergan entre el 60 y 70 por ciento de
la diversidad conocida en el planeta). México es considerado un pais megadiverso
no solo debido a su gran riqueza de especies, sino también a su diversidad
genética y de ecosistemas, ocupando el cuarto lugar mundial entre los paises
megadiversos. En la parte continental de nuestro pais podemos encontrar casi
todos los tipos de vegetacion reconocidos en el mundo ya que nuestro pais
confluyen dos zonas biogeografias (Neartica y Neotropical), hay una gran cantidad
de relieves que funcionan como barreras que impiden que las poblaciones se
extiendan a otras regiones, esto aunado a la posicion geogréafica proporciona una
gran variedad de climas. No obstante, gran parte de la rigueza natural de México se
encuentra también en los ecosistemas acuaticos, ya que nuestro pais se encuentra
entre las influencias oceanicas del Atlantico centro-occidental y el Pacifico centro-
oriental, lo cual le confiere niveles de riqueza de especies, diversidad y
endemismos comparables con la biota continental (Sarukhéan y col., 2009). En el
ambito marino existe también una gran diversidad de ecosistemas, como taludes
continentales, planicies abisales, islas oceanicas, fosas y cadenas montafiosas
submarinas, de tal modo que la diversidad marina costera llega incluso a ser
mayor que la continental. Sin embargo, debido a que la exploracion marina es dificil
y costosa, el conocimiento que se tiene sobre sus ecosistemas y especies es
menor que en el caso de los ecosistemas terrestres (SEMARNAT, 2011). Para
caracterizar el fondo marino en cuanto a su profundidad y topografia, los mares
mexicanos quedan ubicados en 28 ecorregiones que se muestran en la Figura 1y
gue comprenden: 1) Plataforma del Golfo de México norte, 2) Talud del Golfo de
México norte, 3) Plataforma del Golfo de México sur, 4) Talud del Golfo de México
sur, 5) Planicie del Golfo de México, 6) Plataforma del Caribe Mesoamericano, 7)

Talud del Caribe Mesoamericano, 8) Cuenca de Yucatan, 9) Cadena montafiosa
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caiman, 10) Plataforma del Golfo de Tehuantepec, 11) Talud del Golfo de
Tehuantepec, 12) Cresta de Tehuantepec, 13) Cuenca de Guatemala, 14)
Plataforma del Pacifico transicional mexicano, 15) Talud del Pacifico transicional
mexicano, 16) Trinchera mesoamericana, 17) Dorsal del Pacifico oriental, 18)
Planicies y montafias marinas del Pacifico transicional mexicano, 19) Archipiélago
oceanico Revillagigedo, 20) Plataforma cortesiana, 21) Grandes islas, 22) Talud y
depresiones del Golfo de California, 23) Planicies y montafias Marinas del Golfo de
California, 24) Plataforma sandieguina, 25) Margen continental de Baja California,
26) Planicies y montafias marinas del Pacifico sudcaliforniano, 27) Islas oceanicas
del Pacifico sudcaliforniano, y 28) Planicies y montafias marinas del Pacifico

transicional de Monterrey.

La investigacién oceanografica de los ecosistemas marinos de manera integrada es
reciente. Hay poca inversiébn y un lento progreso en formacion de recursos
humanos. Aunado a esto, hay una pobre vinculacién entre los sectores académico,
privado y gubernamental que dificulta el manejo de recursos marinos y costeros de
México. Debido a lo anterior en México se tiene poco conocimiento de la
biodiversidad marina de todos los grupos, tanto de aguas profundas como someras.
Se desconocen también las consecuencias ambientales y socioeconémicas de las
modificaciones en los servicios que nos proporcionan los ecosistemas marinos.
Ademas en México se carece de informacion cientifica sélida para hacer un uso
sustentable y una conservacion adecuada sus mares. Desafortunadamente, el
deterioro ambiental, con la consecuente pérdida de habitats naturales de
biodiversidad marina y de muchos recursos socioecondmicos, sigue
incrementandose cada dia. Actualmente México es uno de los paises con los
ecosistemas marinos mas fragiles y vulnerables ante los impactos de los
fendmenos naturales y de origen antropogénico entre ellos el cambio climatico
(Sarukhan y col., 2009).

Los arrecifes coralinos constituyen los ecosistemas marinos de mayor riqueza

biologica. En México existen alrededor de 60 especies de corales constructores de
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arrecifes y tan solo en el sur del Golfo de México se han registrado 1,983 especies
de plantas y animales asociados a los arrecifes. (SEMARNAT, 2011). Aunque

diferentes formaciones coraliferas se encuentran tanto en el litoral del Pacifico

Figura 1. 28 ecorregiones marinas que rodean México.

como del Atlantico, la formacibn mas importante es el Sistema Arrecifal
Mesoamericano en el Mar Caribe, considerada como la segunda barrera arrecifal
mas grande del mundo, compartida con Belice y Guatemala (Sarukhan y col.,
2009).

Los arrecifes coralinos se extienden en aguas poco profundas y célidas alrededor
de islas tropicales y masas de tierras continentales, constituyendo una acumulacién
Unica de material esquelético muerto, formado por organismos productores de
carbonato de calcio: coral vivo (phylum Cnidaria), algas rojas coralinas (Phylum
Rodophyta), algas calcareas verdes (Género Halimeda), foraminiferos (Phylum

Rhizaria, Clase Foraminifera) y moluscos (Phylum Mollusca). Estos organismos se



desarrollan sobre asentamientos estables, tales como las plataformas continentales
y los volcanes submarinos (Figura 2). De este modo forman una red de carbonato
de calcio que actia como una trampa para los nutrientes, constituyendo un oasis

de produccién en un mar pobre en nutrientes (Smith y col., 2001).

Cresta Arrecifal

___—~Arrecife Frontal

Asentamiento Cz

Figura 2. Niveles del arrecife. La imagen muestra los niveles del arrecife y el
asentamiento calizo sobre las plataformas continentales, islas y volcanes marinos
gue permite el desarrollo de este importante ecosistema.

Debido a su amplia biodiversidad, comparable a la de las selvas altas perennifolias,
los arrecifes de coral presentan un alto valor comercial y pesquero (Rojas y col.,
2002; Sarukhan y col.,, 2009). De tal modo que el estudio de las especies
constructoras de arrecifes coralinos en México resulta indispensable debido a que
al ser un pais megadiverso, se tiene el compromiso de identificar y estudiar el
comportamiento de estas especies para asi establecer programas de conservacion
de estos ecosistemas marinos tan valiosos. Asi mismo, los organismos
constructores de arrecifes pertenecientes al phylum Cnidaria, debido a sus

caracteristicos mecanismos de defensa, constituyen una fuente rica de compuestos



bioactivos novedosos con alto potencial farmacoldgico que vale la pena explorar
(Rojas y col., 2012).

1.2. Phylum Cnidaria

Los cnidarios representan un antiguo grupo de animales (>500 Mda de antigliedad)
gue nos revela uno de los primeros sistemas nerviosos en la evolucion de los
metozoarios (Ozbek y col., 2009). Este phylum, esta constituido por una gran
diversidad de organismos acuaticos de simetria radial cuya organizacion es
relativamente simple, consta de un saco hueco con una cavidad gastrovascular que
contiene una sola abertura que cumple con la funcion de boca y ano (Figura 3).
Esta abertura esta rodeada de tentaculos que son utilizados para conducir el
alimento hacia la cavidad gastrovascular. Por su parte, 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 (Rojas-Molina y col, 2012).

Bocal Ano Tentaculo Endodermo

+——Ectodermo——— Cavidad
gastrovascular
Endodermo ;
Tenteiculo/l I
Bocal Ano

Figura 3. Organizacion de los cnidarios. Izquierda: forma corporal de pdlipo.
Derecha: forma corporal de medusa.

Actualmente los cnidarios se encuentran agrupados en cuatro clases principales
(Figura 4) que son reconocidas por la mayoria de los sistemistas: Anthozoa,

Cubozoa, Scyphozoa e Hydrozoa (Kem y Turk, 2009). Por ejemplo, organismos
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como las anémonas, las gorgonias (corales blandos) y los corales escleractineos
(corales pétreos), pertenecen a la clase Anthozoa. Las medusas grandes
pertenecen a la clase Scyphozoa. Las medusas cubo, como la avispa de mar,
pertenecen a la clase Cubozoa. Finalmente, organismos como las hidras, la fragata

portuguesa (comunmente conocida como agua mala) y las especies del género

Millepora (corales de fuego) pertenecen a la clase Hydrozoa (Rojas-Molina y col.,
2012).

Figura 4. Clases de cnidarios; A) Gorgonia (Iciligorgia schrammi) clase Anthozoa;

B) Meduza grande, clase Scyphozoa, C) Avispa de mar (Chironex fleckeri), clase

Cubozoa, D) A la izquierda coral de fuego (Millepora complanata) y a la derecha
fragata portuguesa (Physalia physalis) pertenecientes a la clase Hydrozoa.
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El tipo celular caracteristico de todos los cnidarios es el cnidocito (Figura 5), el cual
sintetiza en su citoplasma un organelo urticante Unico llamado nematocisto. Estos
organelos estan armados con un fuerte filamento que inyecta veneno en las
presas. Los nematocistos son de morfologia variable y también son usados para
captura de presas o para funciones defensivas y locomotoras (Ozbek y col., 2009).
Estructuralmente los nematocistos constan de una capsula que puede ser de forma
ovalada o esférica. En la parte apical de esta capsula se encuentra una abertura
cerrada por una pequefia tapa que se conoce como opérculo. Dentro de la capsula
del nematocisto se encuentra el filamento tubular invertido enrollado. Las paredes
de la capsula estdn hechas principalmente de una glucoproteina denominada
NOWA y de un material similar al colageno denominado minicolageno (Garcia-
Arredondo, 2012). La cépsula de los nematocistos es altamente resistente y
soporta una presion intracapsular (150 bar) generada por una alta concentraciéon
del polianion poli-y-glutamato. Bajo un estimulo apropiado, que puede ser quimico
y/o mecéanico, el opérculo se abre liberando la presidbn osmdtica interna. Esto
provoca la proyeccion hacia el exterior del tabulo urticante, de tal modo que las
toxinas almacenadas dentro de los nematocistos son inyectadas a las presas a
través del tabulo (Ozbek y col., 2009). Debido a su rol en la depredacion, los
nematocistos estan localizados principalmente en los tentaculos, permitiéndoles a
los animales de este phylum una captura de presas eficiente. De acuerdo a sus
propiedades morfolégicas los nematocistos se pueden dividir entre 25-30 tipos por
lo tanto representan una caracteristica importante para el agrupamiento taxonémico

de los cnidarios (Beckmann y Ozbeck, 2012).

1.3 Genero Millepora

Los hidrocorales del genero Millepora (phylum Cnidaria; clase Hidrozoa) son los
segundos organismos constructores de arrecifes en todo el mundo, siendo los
primeros los corales esclaractinios (corales pétreos de la clase Anthozoa), sin

embargo, a pesar de su amplia distribucion en los arrecifes de coral de casi todo el
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mundo, las especies del genero Millepora han recibido relativamente poca atencion

en estudios exhaustivos de arrecifes (Lewis, 2006).

Tabulo
Cnidocilio urticante

Espinas
Opérculo

Estilet
Tuabulo e
urticante Cnidocilio
Estilete Opérculo
Capsula del Capsula del

nematocisto nematocisto

Mitocondria Mitocondria

Nacleo Nacleo

Figura 5. Nematocisto. A la izquierda se muestra un nematocisto en su forma en
reposo, a la derecha la imagen muestra un nematocisto en su forma activa.

Las milleporas secretan un esqueleto calcareo de forma incrustante o en posicion
vertical, a menudo de tamafio considerable. Los pdlipos defensivos y de
alimentacion sobresalen a través de poros en el esqueleto, estos poélipos son
numerosos Yy altamente toxicos y por esta razon son llamados “corales urticantes” o
“corales de fuego” (Lewis, 2006). Cuando se ponen en contacto con la piel humana,
estas especies, pueden causar dolor intenso, erupciones y ampollas, como
resultado de la liberacion de toxinas no identificadas (Figura 6). La reaccion usual al
envenenamiento por “coral de fuego” esta generalmente limitada a irritacion local y
dolor punzante que se produce con una decoloracién eritematosa de forma lineal.
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 estas toxinas son capaces de inducir efectos toxicos



sistémicos en humanos, incluyendo sindrome nefrético, falla renal aguda, y edema

pulmonar (Prasad y col., 2006).

Figura 6. Lesiones causadas por corales del género Millepora. A la izquierda se
muestra una lesion reciente mientras que a la derecha se muestra una lesién
después de una semana de contacto con el coral.

1.4 Toxinas del phylum cnidaria

Se ha encontrado que los cnidarios presentan una amplia variedad de sustancias
biolégicamente activas que pueden ser consideradas como toxinas. Los estudios
dirigidos hacia la identificacion de estas toxinas indican que la mayor parte de éstas
son de naturaleza proteinica (Nevalainen y col, 2004). Estas proteinas actian como
neurotoxinas o citolisinas. Cada veneno usualmente contiene polipéptidos citoliticos
y neurotéxicos. Ademas de los péptidos y las proteinas también se han encontrado
diversos metabdlitos secundarios téxicos en cnidarios (Kem y Turk, 2009).

Las investigaciones biologicas de extractos crudos son especialmente complicadas,
ya que las sustancias activas en los tejidos pueden mezclarse con los componentes
del veneno. Para entender las acciones de un veneno entero es necesario aislar y

estudiar los constituyentes individuales. El trabajo pionero de Laszlo Béress y sus



colaboradores (1975) en Alemania y Francia es especialmente notable, ya que
purificaron y caracterizaron farmacolégicamente varios péptidos neurotéxicos de
anemonas europeas por las pasadas tres décadas (Turk y Kem, 2009). Mientras
gue solo una pequeia fraccion (<1%) de las especies conocidas de cnidarios han
sido implicados en las picaduras en humanos, es probable que casi todos los
miembros no parasitarios del phylum son téxicos al menos para algunos animales.
Ya han sido aisladas toxinas de especies que se consideran inofensivas en
contacto con la piel humana pero son estudiadas por sus actividades biologicas
(Frazao, 2012; Turk y Kem, 2009). En los primeros afios de investigacion de los
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 zoo6logos en la mitad del siglo XIX (Turk y Kem, 2009).

El phylum cnidaria incluye organismos que se encuentran entre los animales mas
venenosos (Frazao, 2012). Los venenos son secreciones complejas que estan
compuestas de muchos constituyentes activos, usualmente incluyen una variedad
de toxinas y sustancias accesorias que facilitan el proceso de envenenamiento
(Turk y Kem, 2009).La composicion de venenos de cnidarios no es conocida a
detalle, pero parecen contener una variedad de compuestos proteinicos.
Actualmente alrededor de 250 de estos compuestos han sido identificados
(péptidos, proteinas, enzimas e inhibidores de proteinasa) y sustancias no proteicas
(purinas, compuestos de amonio cuaternario, aminas y betainas biogénicas). Las
toxinas que se definen como sustancias elaboradas por un organismo vivo que
tienen un efecto adverso en algin proceso vivo, son para la adquisicién de presas,
pero también para disuadir predadores potenciales (con efectos neurotoxicos y

cardiotoxicos) e incluso para pelear disputas territoriales.

Los cnidarios no son solo estudiados por sus toxinas y venenos, son una fuente de
compuestos marinos naturales con propiedades terapéuticas, a saber actividad
antitumoral. Ademas muchas de las toxinas que actuan sobre canales idnicos

dependientes de voltaje son estudiados como una inspiracion del disefio de
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farmacos con aplicaciones terapéuticas, asi como también con otras aplicaciones
como herramientas de investigacion e insecticidas (Bosmans, 2007; Turk y Kem,
2009).

En las primeras décadas del siglo XX, era imposible aislar y caracterizar
guimicamente los compuestos de venenos, porque dificilmente existian las técnicas
bioquimicas de aislamiento, sin embargo el quimico francés Richie parcialmente
purifico, estudio y nombro dos componentes activos de extractos tentaculares de
anemonas europeas, “congestina” y “thalasina”, obtenidos principalmente de Actinia
equina pero también de Anemonia sulcata. Posteriormente se encontré que la
thalasina libera histamina de los mastocitos y cuando se inyecta en la piel, causa la
liberacién de una sustancia de reaccion lenta, que mas tarde se demostrd era una
prostaglandina. Aunque se pens6 en un principio que la thalasina era un ion
trimetilamonio, estudios subsecuentes demostraron que esta simple amina carece
de los efectos de la thalasina. Por lo tanto la identidad de la thalasina es aun
desconocida, en 1975 se aislaron inicialmente tres neurotoxinas peptidicas. Los
tres péptidos homologos grandes se muestran prontos para retrasar el proceso de
inactivacion de los canales de sodio voltaje dependiente. La secuencia de
aminoacidos de la toxina Il de A. sulcata fue la primera en ser reportada como un

péptido de cnidario (Turk y Kem, 2009).

La actividad de la congestina se debi6 probablemente a la equinatoxina, un péptido
formador de poros, ya que ambos producen edema pulmonar y efectos
cardiovasculares y se encuentran en la misma anemona. Richet también reporto la
presencia de una toxina no dializable, la “hipnotoxina”, en tentaculos de un
hidrozoario comunmente referido como fragata portuguesa. Posteriormente, un
largo complejo proteinico fue aislado de los nematocistos de physalia

probablemente la misma “hipnotoxina” de Richet (Turk y Kem, 2009).

Las toxinas que mas se han estudiado son las de anemonas marinas, comprenden

principalmente proteinas y péptidos con caracteristicas estructurales y
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farmacoldgicas variadas y altamente eficientes para atacar diferentes animales
tales como insectos, crustaceos y vertebrados. Entre las toxinas de anemona se
incluyen dos tipos principales de toxinas: neurotoxinas, que consisten
principalmente en péptidos capaces de modular la funcion de diversos tipos de
canales ionicos de manera especifica; y citolisinas, donde se incluyen proteinas de

grandes pesos moleculares (Turk y Kem, 2009; Frézao, 2012).

1.4.1 Toxinas que actuan sobre canales de sodio voltaje dependientes (Na,)

Las toxinas que mas se han estudiado son las de anemonas marinas, comprenden
principalmente proteinas y péptidos con caracteristicas estructurales vy
farmacoldgicas variadas y altamente eficientes para atacar diferentes animales
tales como insectos, crustaceos y vertebrados. Entre las toxinas de anemona se
incluyen dos tipos principales de toxinas: neurotoxinas, que consisten
principalmente en péptidos capaces de modular la funcion de diversos tipos de
canales i6nicos de manera especifica; y citolisinas, donde se incluyen proteinas de

grandes pesos moleculares (Turk y Kem, 2009; Frézao, 2012).

1.4.2 Toxinas que acttan sobre canales de potasio voltaje dependiente (K,)

Hasta el momento, se reconocen tres grupos de toxinas peptidicas aisladas de
anemonas marinas que actuan sobre los Na,, dos de estos grupos incluyen
péptidos de 45 a 50 residuos de aminoacidos y otro grupo que incluye péptidos
mas pequefios de 27 a 32 residuos de aminoacidos. El efecto que producen estas
toxinas sobre los Na, es el de evitar la inactivacion del canal al estabilizar la
conformacion del estado abierto. Este hecho se debe a la union de la toxina con el
sitio receptor 3 del canal, localizado en el asa que conecta los segmentos
transmebranales S3 y S4 del dominio IV de la subunidad a del canal (Rogers y col.,
1996). Las toxinas de canales de sodio voltaje dependientes son las mas
estudiadas, en parte porque constituyen una importante fraccion del veneno. Los

efectos cardiotoxicos de toxinas incluyen arritmias desencadenadas poco despueés
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por despolarizaciones resultado de inactivacion incompleta de canales de sodio
voltaje dependiente, y un paro sistdlico debido a una sobrecarga de calcio en las

células del miocardio (Turk y Kem, 2009).

Actualmente, estas toxinas polipeptidicas de 3 a 5 kDa pueden ser agrupadas en
cuatro clases estructurales: tipo | con 35-37 residuos de aminoacidos y tres puentes
disulfuro; tipo Il con 58-59 residuos y tres puentes disulfuro; tipo Il con 41-42
residuos y tres puentes disulfuro; y tipo 1V con 28 residuos y dos puentes disulfuro.
En cuanto a la informacion farmacoldgica, se sabe que las toxinas de tipo |
bloguean corrientes a través de los canales K,1, ademéas de interferir en la
conductancia de los canales voltaje dependientes de calcio. Las toxinas de tipo I,
son homologas a los inhibidores de serina proteasas tipo Kunitz. Los inhibidores de
proteasa se considera que funcionan mediante la inhibicion de proteasas
endogenas en animales o para proteger las toxinas inyectadas en presas de una
rapida degradacion (Turk y Kem, 2009). El hallazgo de toxinas de canales de
potasio con actividad inhibidora de proteasas, como las Kalicludinas, ha llevado a
concluir que los inhibidores de proteasa de las anemonas no solo sirven como
sustancias de defensa sino también como sustancias de ofensa para paralizar
presas. Por lo tanto las toxinas inhibidoras de proteasa tipo Kunitz, ademas de la
inhibicion de serina-proteasa, también bloguean varios tipos de canales permeables
a cationes, tales como los canales K,1.2 (Gonzalez, 2009). Por su parte, las toxinas
de tipo 11l no son activas en las subunidades de los K,1. Estas bloquean corrientes
gue involucran subunidades de K,3 o canales ERG. Los canales ERG humanos
son un componente esencial de las células cardiacas que controla la duracién de la
fase “plateau” del potencial de accion. Las toxinas tipo Ill, como la BDS-1 y II,
demostraron actuar modificando la compuerta del canal en lugar de directamente

bloquear el poro del canal (Castafieda, 2009).

La toxina EPETx2 es muy singular. A pesar de compartir de 36% a 64% de
identidad de secuencia con las toxinas tipo Ill, no inhibe los canales de potasio,

pero si los canales i6nicos acido-sensibles (canales ASIC3, bombas de H*, canales
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Na,) en neuronas sensoriales. Este tipo de canales estan implicados en la
modulacion de la sensacion de dolor. Este descubrimiento hecho por Dichot y
colaboradores fue muy importante en el campo de la toxinologia. Sin embargo
recientemente se encontré que la toxina EPETx2 también afecta al canal de sodio
voltaje dependiente Na,1.8, o que eleva su valor como analgésico, reduciendo al
mismo tiempo su valor como herramienta farmacologica especifica (Blanchard,
2012).

1.4.3 Proteinas citoliticas o citolisinas

La vida celular es dependiente de la integridad de la membrana celular que es
responsable de controlar la distribucién adecuada de solutos. Por lo tanto no es
sorprendente que la permeabilizacion de la membrana inducida por péptidos
disefiados especificamente se ha desarrollado como una estrategia comun (Garcia-
Saez, 2011). Las toxinas citoliticas de las anemonas atrajeron atencion en la
década de los setentas. Se descubrid6 un interesante sistema citolitico en
nematocistos acontiales de la anemona Aiptasia pallida. Este fue el primer reporte
de la presencia de fosfolipasa A, en veneno de cnidario. Junto a un “factor litico
indirecto” de origen proteinico el veneno de A. pallida que presenté actividad
hemolitica. Por otra parte, la primera actinoporina en purificarse fue la equinatoxina,
llamada asi por su fuente Actinia equina. Después se demostrd que la equinatoxina
es en realidad una mezcla de tres isotoxinas de las cuales la equinatoxina Il es la
mas abundante (Ferlan,1974;; Turk y Kem, 2009).

Se ha reportado que muchas especies de anemonas producen citolisinas. Este tipo
de toxinas son importantes porque sirven como proteinas modelo para estudiar las
interacciones proteina-lipido membrana. También son usadas para estudiar la
erradicacion de células tumorales y parasitos, ademas también tienen propiedades
cardioestimuladoras, dermatonecrdticas y actividad antihistamina (Klyshko, 2004;
Tejuca, 2009).
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Basados en su estructura primaria y propiedades funcionales, las citolisinas han
sido clasificadas en cuatro grupos de proteinas. Las tipo | son péptidos de 5- 8 kDa
gue forman poros en membranas que contienen fosfatidilcolina y tiene actividad
antihistamina (Klyshko, 2004).Las citolisinas tipo Il son las mas numerosas dentro
de las citolisinas, han sido ampliamente estudiadas y comprenden proteinas de 20
kDa, las cuales son inhibidas por esfingomielina. Estas citolisinas tipo Il también
son llamadas actinoporinas debido a su habilidad de formar poros en las
membranas como resultado de su polimerizacion en la bicapa lipidica. Los poros
hidrofilicos formados por las actinoporinas son selectivos de cationes de alrededor
de 1 nm de diametro interno (Suput, 2009). Las toxinas tipo Il tienen de 30-40 kDa
y estan formados por citolisinas con o sin actividad fosfolipasa, hasta la fecha solo
son representadas por las proteinas citoliticas del genero Urticina (Garcia-Séez,
2011). Finalmente, las toxinas tipo IV son citolisinas tiol-activado con 80 kDa.
Metridium senile produce metridiolisina que es hasta ahora el Unico representante

de este grupo de toxinas (Anderluh, 2002).

Existe también otro grupo de citolisinas que tienen el complejo de ataque a la
membrana/ perforina (MACPF, por sus siglas en ingles). Esta familia de toxinas
esta mas estudiada en el sistema inmune. El complejo de ataque a la membrana
del complemento y la perforina producida por las células T y NK, forman poros de
mas de 20 nm en la célula blanco, lo cual lisa y mata a la célula. Las proteinas
PsTX-60A y PsTX-60B de phyllodiscus semoni y AvTX-60A de Actineria villosa,
anemonas japonesas, pertenecen a este grupo de citolisinas. La presencia de estas
toxinas producidas por nematocistos fue el primer caso de proteinas MACPF
encontradas en venenos. En este sentido la forma de accion del veneno puede
explicarse como la formacion de poros en la misma forma en que las proteinas
MACPF lo hacen en el sistema inmune de los mamiferos (Oshiro, 2004; Satoh,
2007).

Otro tipo importante de citolisinas son las que actian como enzimas con actividad

de fosfolipasa A, (PLA;) de secrecion, éstas catalizan la hidrolisis de los enlaces 2-
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acil éster de los fosfolipidos sn-2, produciendo &acidos grasos y lisofosfolipidos.
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.
Existen dos grupos importantes de PLA;: las citosélicas y las de secrecion. Las
primeras desempefian una funcion importante dentro de las células a través de la
via del &cido araquidénico (Diaz y Arm, 2003). Por otro lado, las PLA, de secrecion
se encuentran en la saliva, jugo pancreatico y venenos de diversos animales. Las
PLA, de secrecidn se encuentran presentes en venenos suelen poseer diferentes
efectos toxicolégicos dependiendo de la especie. Entre estos efectos se encuentra
la actividad neurotoxica, miotdxica, anticoagulante y hemolitica principalmente (Kini,
2003). Se han encontrado PLA, de secrecion en venenos de muchos grupos
animales, tales como serpientes, insectos, moluscos, cnidarios y esponjas
(Razpotnik, 2010). Basandose en su estructura molecular las PLA;s se han
clasificado en varios grupos numerados del | a XIV y numerosos subgrupos.
Existen otros tipos de fosfolipasas que incluyen a la fosfolipasa A;, fosfolipasa B,
fosfolipasa C y fosfolipasa D (Frdzao, 2012). Muchas de las PLA, de cnidarios
pertenecen al grupo Il al igual que las PLA, de veneno de abeja y lagarto. Sin
embargo, la UcPLA; es una fosfolipasa perteneciente al grupo I, aislada de Urticina
crassicornis que habita en el norte del océano pacifico y es similar a las PLA;
neurotoxicas de serpientes Elapidae, lo cual sugiere un rol funcional idéntico en

venenos serpientes y cnidarios (Frazao, 2012).

1.4.4 Metabdlitos secundarios

Ademas de los péptidos y proteinas, los metabolitos secundarios bioactivos son
comunes y ecolégicamente mas importantes entre los organismos tropicales
bentonicos que estan sujetos a altas tasas de ataque y competencia por el espacio
en los arrecifes de coral. Entre los metabolitos secundarios de origen marino mas
comunes se incluyen terpenos, acetogeninas, alcaloides y compuestos polifendlicos

(Hay, 1996). Ademas, existen algunos metabdlitos secundarios que no han sido
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totalmente caracterizados, por lo que éstos no cuentan con una clasificacion
(Frazao, 2012).

Los metabolitos secundarios bioactivos de origen marino mas numerosos son los
diterpenos ciclicos, muchos de los cuales se han encontrado en los octocorales
(Clase Anthozoa). Uno de los diterpenos de mayor interés farmacologico es la
lophotoxina (Figura 7), aislada de gorgonias del pacifico, cuya estructura base es
un cembrano y un anillo carboxilico de 14 miembros, asi como un furano
heterociclico que abarca de C3 a C6 (Roethle y Trauner, 2008). Este compuesto
ciclico bloquea irreversiblemente los receptores nicotinicos a acetilcolina por la
formacion de un enlace covalente entre uno de sus dos grupos epoxido y una
importante cadena lateral de tirosilos en el sitio de unién a acetilcolina (Turk y Kem,
2009), ha sido hasta la fecha el furanocembranoide mas estudiado, debido quizé a
su potente actividad biolégica, asi como a su interesante estructura quimica
(Roethle y Trauner, 2008).

La palitoxina (PLTX), es otro de los compuestos bioactivos encontrados en
cnidarios mas importantes debido a su alta toxicidad. Esta toxina es considerada
como la méas potente de origen marino, es un complejo poliéter (Figura 8), que fue
aislado originalmente de zoantidos (Clase Anthozoa) del genero Palythoa, también
ha sido detectada en crustaceos y peces, a través de los cuales entra en la cadena
alimenticia. De hecho la palitoxina es considerado el agente causal de diversos
casos de intoxicacibn en humanos causados por ingesta de alimentos marinos,
resultando en sintomas sistémicos graves e incluso la muerte. La PTX actla sobre
la bomba de Na'/K", convirtiéndola en un poro, lo cual estimula el influjo de sodio y
el eflujo de potasio. Por lo tanto, la PTX despolariza las membranas de un amplio
rango de sistemas. En los sistemas excitables la despolarizaciéon provocada por
PTX puede modular la actividad del canal de calcio, resultando en un incremento
del calcio intracelular, el cual a su vez puede estimular eventos que son regulados

por vias dependientes de calcio (da Rocha, 2013).
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Entre las aplicaciones de la PTX se encuentra su uso para ayudar a probar el rol de
diferentes tipos de mecanismos de sefalizacion en carcinogénesis, ya que se ha
visto que esta toxina es promotora de tumores de piel (da Rocha, 2013). La
determinacién de la estructura de esta toxina fue muy dificil en los tiempos en que
los protocolos de RMN no estaban disponibles. Mas tarde la finura de la sintesis
eleborativa dio como resultado una palitoxina idéntica al compuesto natural, pero su

sintesis requiere al menos 65 pasos (Turk y Kem, 2009).

Las zoantoxantinas son alcaloides fluorescentes producidos por especies de las
familias Zoanthidae y Epizoanthidae. Estos alcaloides son importantes debido a su
efecto inhibidor de la acetilcolinesterasa. La estructura de las zoantoxantinas puede
variar entre tres tipos de esqueletos: 3H- zoantoxantina, 3H- pseudozoantoxantina
y 4H- pseudozoantoxantina. El descubrimiento de estos alcaloides se inicié con los
estudios de Turk y colaboradores (1995), en donde obtuvieron un extracto etanolico
de la corteza del coral Parazoanthus axinellae. Este extracto exhibia actividad
anticolinesterasa y se encontr6 que su inhibidor mas abundante era una
pseudozoantoxantina metilada, de un peso molecular de 242 y un efecto in vivo
tipico de la inhibicion sistémica de acetilcolinesterasa. En 1995 Uemura y
colaboradores  identificaron 5 nuevas  zoantaminas; norzoantamina,
norzoantaminona, oxyzoantamina, ciclozoantamina y epinorzoantamina, aisladas
de especies de Zoanthus colectados en Japén, los autores reportaron que estas
zoantaminas exhiben una potente citotoxicidad contra células de leucemia murina
P388. La citotoxicidad méas potente fue exhibida por norzoantaminona y
oxyzoanthamina. En la actualidad, muchos grupos de investigacion estan
interesados en la sintesis de nuevas zoantaminas, ya que estas exhiben un amplio

rango de actividades biologicas.
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Figura 7. Principales analogos de la Lophotoxina.
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Figura 8. Principales analogos de la Palitoxina encontrados en cnidarios.

20




1.4.5. Perspectivas en la busqueda de compuestos bioactivos en cnidarios

A pesar de los recientes esfuerzos para estudiar los venenos de cnidarios, adn
falta mucho para caracterizar estos compuestos en este diverso grupo de animales.
Se estima que el veneno de cada especie de phylum Cnidaria contiene alrededor
de 100 compuestos, pero actualmente se conoce menos del 1% (Frazao, 2012).
Tomando en cuenta que los cnidarios tienen estrategias impresionantes de defensa
y depredacién, queda claro su valor como fuente de compuestos bioactivos de
interés farmacoldgico y biomédico. Asi mismo, el estudio detallado de los venenos
de cnidarios puede permitir un mejor entendimiento de los procesos evolutivos que
han sufrido los venenos de las diferentes especies venenosas para adaptarse a los

cambios en su ecosistema y asegurar su supervivencia.

1.5 Estudios toxicolégicos previos en venenos de Millepora

En los estudios sobre las toxinas producidas por los organismos del género
Millepora se ha detectado una proteina hemolitica de 31.5 kDa con actividad de
fosfolipasa A, (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
fosfolipasa A, 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).

Estudios llevados a cabo por el equipo de investigadores del Departamento de
Investigacion Quimica y Farmacolégica de Productos Naturales de la Facultad de
Quimica de la UAQ muestran que el veneno de M. complanata provoca una
estimulacién dependiente de concentracion de contracciones espontaneas en
segmentos de ileon aislados de de cobayo (Rojas y col., 2002). En otros estudios
realizados por este mismo grupo se demostro que el veneno de este hidrocoral

induce hemolisis sobre eritrocitos de rata y exhibe actividad de PLA,. Cuando se
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incub6 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 encontrd que el extracto de M. complanata
también provoca una contraccion dependiente de la concentracion 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 mostr6 que cuando el Ca*
extracelular estd ausente, la respuesta contrictii 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 la hipétesis de 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 inhibié 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 termolabiles que
inducen en conjunto efectos contractiles en células de musculo liso vascular e

intestinal (Garcia-Arredondo y col., 2011).

Continuando con el estudio toxinolégico 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
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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 dafos histopatolégicos en
pulmén y riidn atribuidos a la presencia de citolisinas. Los cambios
histopatologicos fueron completamente eliminados después de la incubacion del
extracto en condiciones de desnaturalizacion. Inesperadamente, el extracto
desnaturalizado conserva su efecto letal. Estos resultados sugieren que el extracto
de M. complanata contiene hemolisinas que pueden ser responsables de los
cambios histopatoldgicos observados en rifidon y pulmén. Es muy probable que este
tipo de citolisinas estén relacionadas a la toxicidad sistémica en humanos debido al
contacto con Millepora spp., ya que existen reportes de sintomas que incluyen
sindrome nefrotico, 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 metabdlitos secundarios que
tienen efectos letales en ratones (Rojas-Molina et al., 2012). En un analisis
cromatografico preliminar del extracto de este hidrocoral, por cromatografia de
liguidos de alta eficiencia en fase reversa (HPLC), se obtuvieron 19 fracciones (F1
a F19). F4 indujo hemolisis y contuvo principalmente una proteina de 30 kDa,
probablemente una enzima PLA;, mientras F8 y F11 contuvo principalmente
proteinas de 15y 17 kDa respectivamente que producen efectos vasoconstrictores
(Ibarra-Alvarado y col., 2007).

Con la finalidad de identificar algunos de los principales componentes bioactivos
presentes en el extracto de M. complanata, se realizd6 un analisis cromatografico
biodirigido empleando inicialmente una cromatografia de intercambio i6nico. La
fraccion MC1 obtenida de este analisis se someti6 a un segundo analisis
cromatografico por exclusion. Dos de las fracciones obtenidas a partir de este
segundo andlisis cromatografico MC1- | y MC1- Il, se sometieron a un andlisis

mediante HPLC en fase reversa.
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Tras el analisis de la fraccion MC1-1l en cromatografia de fase reversa se obtuvo
una fraccion, denominada MC1-IIA, con actividad vasoconstrictora (40.26 + 16.85 %
de la contraccion inducida por fenilefrina 1 uM a 6 mg de muestra/ml), actividad
hemolitica retardada (37.28 £ 1.07 % de hemdlisis a 12.6 pug de muestra/ml) vy
actividad letal en ratones al administrarse por via i.v. (3 mg de muestra/g de peso).
Tras un proceso de re-purificacién de esta fraccion se identifico la presencia de un
compuesto aromatico con una cadena alifatica polihidroxilada (Garcia Arredondo,
2012).Por otra parte, el analisis cromatografico de MC1-I permitié la obtencién de
tres fracciones que indujeron vasoconstriccion significativa sobre los segmentos de
aorta aislados de rata. En estas fracciones no se logr6 detectar cantidad de
proteina ni se observaron bandas en los andlisis de 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
qgue 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 algun
componente que induce la liberacion de calcio de los almacenes intracelulares. Por
otro lado, las fracciones MC1l- IA y MC1l- IB posiblemente producen
vasoconstriccion mediante un mecanismo que involucra la entrada de calcio
intracelular (Ibarra-Alvarado y col., 2007). Debido a la poca cantidad que se obtuvo
de estas fracciones, no fue posible continuar con su re-purificacion ni con los
analisis espectroscopicos y espectrométricos necesarios para determinar sus

estructuras quimicas.

Los antecedentes antes mencionados, constituyen evidencias firmes de la rigueza
de las especies del Género Millepora como fuente de compuestos novedosos con
actividad biologica que pueden ser utiles para el futuro desarrollo de farmacos y
herramientas de investigacion biomédica. Considerando esto, es importante
retomar el estudio del veneno de M. complanata a fin de purificar mayor cantidad
de los metabdlitos vasoconstrictores de la fraccion MC1-1 y establecer los métodos

de purificacion adecuados para asi poder realizar los correspondientes analisis
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espectroscopicos y espectrométricos de sus componentes. La relevancia del
presente estudio es que los resultados derivados del presente trabajo servirdn para
conocer mas sobre las estructuras de los compuestos bioactivos no proteinicos
presentes en el extracto de M. companata, ademés de que estos resultados
también servirdn como un antecedente para establecer un método de purificacién
adecuado de estos compuestos. Esto constituye un primer paso para los futuros
estudios farmacologicos y quimicos de estos componentes, ya que gran parte de
los estudios sobre organismos del género Millepora se han centrado en la

busqueda de toxinas proteinicas y evaluacién de sus efectos.
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2. HIPOTESIS

En la fraccibn MC1-l del extracto acuoso de Millepora complanata, obtenida
mediante cromatografia de intercambio i6nico y cromatografia de exclusion, se
encuentran compuestos bioactivos no proteinicos altamente polares que pueden

purificarse mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién en fase reversa.
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3. OBJETIVOS

3.1 General

Purificar los compuestos no proteinicos presentes en la fraccion MC1-1 del extracto

de Millepora complanata y caracterizar de manera parcial su estructura quimica.

3.2 Especificos

e Obtener mas extracto de M. complanata y evaluar su actividad
vasoconstrictora y hemolitica.

e Fraccionar el extracto de M. complanata mediante las técnicas
cromatograficas previamente establecidas hasta obtener la fraccion MC1-1

e Establecer las condiciones adecuadas para purificar los compuestos no
proteinicos de la fraccion MC1-l.

e Efectuar estudios espectroscépicos y espectrométricos de los compuestos

gue se logren purificar.
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4. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Material biologico

e Fragmentos del hidrocoral Millepora complanata.

e Ratas machos de la cepa Wistar (200-250g).

4.1.2 Preparacion y conservacion de los extractos

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

e Gradillas

e Celdas desechables para espectrofotometro.

e Puntas desechables para micropipetas de diferentes capacidades.

e Papelfiltro.

¢ Micropipetas de diferentes capacidades.

4.1.3 Evaluaciones farmacolégicas

e Jaulas de acrilico con tapa y recipiente para alimento.

e Tubos para microcentrifuga de diferentes capacidades.

e Estuche de diseccion.

¢ Puntas desechables para micropipetas de diferentes capacidades.

e Camaras de vidrio para el mantenimiento de tejidos aislados durante la
determinacion del efecto farmacolégico.

e Guillotina.
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4.1.4 Analisis cromatograficos

e Membranas de nylon y polipropileno hidrofilico para filtracion de disolventes (47
mm de diametro y 0.45 ym de diametro de poro).

e Jeringas micrométricas desechables y acrodiscos (13 mm de diametro y 0.2 um
de poro) para la filtracién de muestras.

e Jeringas micrométricas de vidrio de 100 y 500 pL para inyeccion de muestras.

e Jeringas micrométricas desechables y acrodiscos (13 mm de diametro y 0.2 ym
de poro) para filtracion de muestras.

e Jeringas micrométricas de vidrio de 100 y 500 uL para inyeccién de muestras.

e Jeringa de purga de 10 mL.

e Loop para inyector de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) de
500L.

4.2 Reactivos

4.2.1 Preparacion, conservacion y tratamiento de los extractos

e Metanol grado HPLC de la marca (Mallinckrodt).

e Acido clorhidrico (J.T. Barker).

e Solucidn estandar de albumina sérica bovina (Bio-Rad).
e Reactivo de Bradford (Bio-Rad).

4.2.2 Evaluaciones farmacologicas

e Cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), carbonato de sodio (NaHCO3),
sulfato de magnesio (MgSQO,) y dextrosa (J.T. Barker).
e Acetilcolina y cloruro de calcio (Sigma).

e Carbogeno 5% CO, - 95% O, para la oxigenacién de los tejidos aislados (Infra).
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4.2.3 Analisis cromatograficos

e Metanol (Mallinckrodt), acetonitrilo (J.T. Barker) y &cido trifluoroacético (Fluka)
grado analitico. Todos grado HPLC.

4.3 Métodos

4.3.1 Preparacion del extracto acuoso de Millepora complanata

La descarga de los nematocistos del hidrocoral se indujo mediante agitacion de los
fragmentos en agua desionizada (pH 7) durante 18 h a 4°C. El extracto resultante,
se centrifuga a 3,000 rpm (2,060 x g) durante 15 min a 4°C. Este sobrenadante,
gue contiene las toxinas provenientes de los nematocistos, se liofilizé y se
almacend a -20°C. El polvo liofilizado se prepar6 de la siguiente manera: el polvo
se agitd en agua desionizada, a una concentracion de 150 mg (liofilizado)/mL,
durante 20 min a 4°C. Posteriormente el polvo se centrifug6 a 3,000 rpm durante 15
min a 4°C. El sobrenadante obtenido se separé y se filtr6 a través de acrodiscos de
0.45 pm de poro (Millipore). Se midié el volumen obtenido de filtrado y se almacend
en alicuotas de 2 mL a -70°C. Este filtrado se uso para efectuar el fraccionamiento

cromatografico.

4.3.2 Determinacion de proteinas totales método de Bradford

Para la determinacion del contenido de proteinas totales en el extracto y las
fracciones se preparo una curva estandar de albumina sérica bovina (BSA): 1, 2, 4,
8, 10, 12, 16 pug/mL. Tanto las muestras como los estandares se llevaron a un
volumen de 800 pL con agua desionizada. Se agregaron 200 pL de reactivo de
Bradford para obtener un volumen total de 1 mL. Las mezclas se agitaron y se

dejaron reaccionar durante 5 min y posteriormente se ley6 a una A de 590 nm.
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4.3.3 Fraccionamiento cromatogréafico del extracto acuoso de Millepora

complanata mediante FPLC

El extracto acuoso de M. complanata se someti6 a un fraccionamiento
cromatografico mediante FPLC (Pharmacia Biotech®), utilizando una columna de
intercambio i6nico de 200 mL de capacidad, empaquetada con DEAE-celulosa y
equilibrandola con un amortiguador de acetato de amonio 10 mM, pH 7. La
columna se eluyd con un gradiente escalonado de una solucion amortiguadora de
acetato de amonio 10 mM y cloruro de sodio 1M, pH 7, a una velocidad de flujo de
3 mL/min. La deteccion se realiz6 mediante un espectrofotometro ajustado a 280
nm. Durante el fraccionamiento se realizaron las inyecciones necesarias. Se
recolectaron las fracciones y se reagruparon de acuerdo a los picos del
cromatograma. Estas fracciones se concentraron por liofilizacién, se
resuspendieron en agua desionizada y se determiné la concentracién de proteinas

por el método de Bradford.

Después del fraccionamiento inicial realizado por cromatografia de intercambio
idnico y de corroborar que los cromatogramas coincidieron con los resultados
anteriormente obtenidos, la fraccibn MC1 se someti6 a una separacion mediante
cromatografia de exclusién para eliminar el contenido de sales que se agregan en
el primer fraccionamiento. Para este fin se utiliz6 una columna de 200 mL
empaquetada con Sephadex G-15 y se eluyd con acido acético 1.6 mM a una
velocidad de flujo de 3 mL/min, la absorcion se registré a 280 nm. Tras verificar los
cromatogramas, la fraccion MC1-I se concentrd por liofilizacién, se resuspendi6 en
agua desionizada y se le determino concentracibn de proteinas totales por el

método de Bradford.

4.3.4 Andlisis de las fracciones mediante HPLC

La fraccion MC1-I obtenida mediante el fraccionamiento por FPLC se analizo

mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) en fase reversa. Se
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utiliza una columna de separacion semipreparativa C4. El flujo a utilizar fue de 2.5
mL/min con un gradiente que iba de 100% de una soluciébn A, a un 100% de
solucion B, donde: (A) 0.1% de acido trifluoroacético (TFA) en agua y (B) 90% de

acetonitrilo en agua con 0.085% de TFA.
4.3.5 Electroforesis en gel

Durante el fraccionamiento cromatogréfico del extracto de Millepora complanata se
realizaron andlisis electroforéticos en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio
bajo condiciones reductoras (SDS-PAGE), utilizando los métodos convencionales
previamente descritos (Schagger y Von-Jagow, 1987). Estos analisis se realizaron
usando geles de poliacrilamida al 12% con Tris- glicina como amortiguador de
corrida, los cuales se corren a 120 V durante aproximadamente 2h. Las bandas de
proteina se visualizaron mediante la técnica de tincion de Coomassie. Para la
determinacién de los pesos moleculares relativos de las proteinas presentes en las
muestras se usaron los estandares pretefiidos de amplio espectro (Bio-Rmad Cat #
161-0318).

4.3.6 Obtencién de los compuestos no proteinicos mediante el método de reciclaje

y corte

Se utilizé la técnica cromatogréfica de reciclaje y corte en HPLC para establecer las
mejores condiciones para lograr una separacion adecuada de los compuestos no
proteinicos presentes en la fraccion MC1-l. Para este fin se utiliz6 un detector de
arreglo de diodos y columnas cromatograficas C4 (YMC-Pack, 10 x 4.6 mm; 5 um
de diametro de particula; 300 A de tamafio de poro) y C18 spherisorp, empleando

diferentes condiciones de elusion.

4.3.7 Analisis espectroscépicos y espectrométricos
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Los espectros de resonancia magnética nuclear, en sus modalidades de una y dos
dimensiones, se midieron en agua deuterada (D,O) en espectrofotometros Varian
Mercury 300, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
espectros RMN de 1H, se determinaron a 300 MHz, mientras que los espectros de
13C se determinan a 75.4 MHz.

4.3.8 Modelo de aorta aislada de rata

Para monitorear el efecto del extracto de M. complanata y sus fracciones se emplea
el ensayo de segmentos de aorta aislada de rata previamente descrito por Feelish y
col. (1999) con las siguientes modificaciones: se utilizaron ratas macho de la cepa
Wistar, las cuales se anestesian con cloroformo y se sacrifican por decapitacion. Se
extrajo la aorta toracica descendente y se colocd en solucion fisiologica de Krebs-
Henseleit (pH 7.4; NaCl 126.8 mM, KCI 5.9 mM, CaCl, 2.5 mM, MgSO, 1.2 mM,
KH,PO4 1.2 mM, NaHCO3; 30 mM y D-glucosa 5 mM) con bafio de hielo y
gasificada constantemente con carbdgeno (95% O, y 5% CO,). Inmediatamente
después de extraerla, la aorta se limpié haciendo fluir por su interior la solucién de
Krebs-Henseleit a través de ella, con esto se evité la formacion de coagulo. Se
elimino el tejido conectivo de la aorta y se cortaron en segmentos de 4 a 5 mm de
longitud. Estos anillos se montan en ganchos de acero inoxidable suspendidos en
camaras de bafio organico que contenian la solucion de Krebs-Henseleit a 37°C
oxigenada constantemente con carbdgeno. Los tejidos se estabilizan durante 60
min bajo una tensién de 1.5 g. Durante este periodo los tejidos se lavan cada 15
min. Después del ajuste final a la tension basal de 1.5 g, los segmentos de aorta se
contraen con KCIl 100 mM para sensibilizar el tejido. Una vez que se estabiliza la
tension, los tejidos se lavaron con solucion de Krebs-Henseleit para recuperar la
tension basal de 1.5 g. después de establecer su tencion basal los tejidos se
contrajeron con fenilefrina (1 uM), se registré el grado de contraccion a los 15 min y
se tomo este valor como estandar. Una vez registrada la contraccién con fenilefrina,
los tejidos nuevamente se lavaron para recuperar la tension basal y entonces se

agrego la sustancia a evaluar. Los cambios que se produjeron se midieron con
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transductores de fuerza, acoplados a un poligrafo (Grass 7D) de cuatro canales de
registro. El efecto vasoconstrictor se expresé como el porcentaje de la contraccién

inicial inducida por 1 uM de fenilefrina.

4.3.9 Ensayo de hemdlisis

El monitoreo de la actividad hemolitica se realiz6 de acuerdo con el método
empleado por Torres y col (2001), que se describe brevemente a continuacion: se
utilizaron eritrocitos de ratas machos de la cepa Wistar (275-325 g) lavados en una
solucién de Alsever (pH 7.4; D-glucosa 120 mM, citrato de sodio 30 mM, NaCl 7
mM vy acido citrico 2 mM). Posteriormente se tomaron alicuotas de 50 uL de una
suspension de eritrocitos al 1% en solucion amortiguadora de Alsever mas la
muestra a evaluar disuelta en 50 pL de la misma solucion. Los tubos se llevaron a
un volumen de 1 mL con solucion de Alsever. Las muestras asi preparadas se
incubaron durante 30 min a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién la
muestra se centrifugé a 2,500 rpm (1,430 x g) durante 4 min a 4°C y el resultado de
la hemolisis se evalué mediante la liberacién de la hemoglobina haciendo lecturas
en un espectrofotometro (Jenway 6320D) a una A de 415 nm. El efecto hemolitico
se expresé como el porcentaje de la hemoglobina liberada comparado con la
hemoglobina presente en la hemolisis total producida por la suspension de
muestras de eritrocitos en agua desionizada, en lugar de la solucién de Alsever.
Una unidad hemolitica media (UHso) se defini6 como la cantidad de proteina
requerida para producir un 50% de hemolisis.
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5. DISENO EXPERIMENTAL
Extracto acuoso de
Millepora complanata
Cromatografia de intercambio
i6nico (FPLC)
\4
A 4 A 4 A 4 A 4 A 4 A 4
Fraccion MC2 MC3 MC4 MC5 MC6
1 (MC1)
Cromatografia de exclusion FPLC
A4 v \ 4 v l
MC1-I MC1-II MC1-llI MC1-1IV MC1-V
Y Y Y A 4 A A 4
MC1-1A MC1-1B MC1-IC MC1-ID MC1-IE MC1-IF
\ 4 A 4 \ 4 A 4 \ 4
MC1-I1G MC1-IH MC1-II MC1-1J MC1-IK
A\ 4

Repurificacién en HPLC
por reciclaje y corte

A\ 4

Andlisis espectroscopicos y

espectrométricos.

A 4

Ensayos farmacologicos.

v

Determinacion del punto de fusion.
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6. RESULTADOS

6.1 Preparacion del extracto acuoso de Millepora complanata

Los fragmentos de Millepora complanata que se emplearon en este estudio fueron
recolectados en noviembre del 2008, se conservaron en congelacién a -70°C hasta
gue se utiliz6 para la preparacion del extracto crudo en febrero del 2011. Se
utilizaron 656 g (peso humedo) de fragmentos del hidrocoral, mismos que se
sometieron a agitacion en 1.5 L de agua desionizada durante 24 h. Con esto se
obtuvieron 4.0959 g de polvo liofilizado que se resuspendié en 26 mL de agua
desionizada y se sometid6 al procedimiento de centrifugacion, filtracion vy
determinacién de proteina que se indica en la seccion de métodos. De esta
manera, se encontré que los 4.0959 g de polvo liofilizado contienen un total de
157.36 mg de proteina.

6.2 Bioensayos

Con la finalidad de comprobar que los compuestos bioactivos que se encuentran en
el extracto de M. complanata aun conservaban sus efectos bioldgicos tras el
periodo prolongado de almacenamiento de los fragmentos del hidrocoral a -70 °C.
Se determind la actividad vasoconstrictora y hemolitica del extracto que se empled

para este estudio.

6.2.1. Ensayo de aorta aislada de rata

Tras la evaluacion del efecto del extracto de M. complanata sobre el tono vascular
de los segmentos de aorta aislados de rata, se encontré que el extracto produce un
efecto vasoconstrictor dependiente de la concentracion (Figura 9). Mediante un
ajuste no lineal, utilizando la ecuacion de sigmoidal de Boltzman se encontré una
CEso de 50.11 + 1.15 ug de proteina/mL y un Enax de 111.70 £ 5.12 % (media +
S.EM,n=3).
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Figura 9. Efecto vasoconstrictor del extracto de M. complanata. Curva
concentracion- respuesta que muestra el efecto vasoconstrictor del extracto
completo de M. complanata sobre segmentos de aorta aislados de rata.

6.2.2 Ensayo de hemolisis

Mediante el ensayo de hemdlisis se encontré que el extracto de M. complanata
produce hemodlisis de una manera dependiente de la concentracion (figura 10).
Mediante el ajuste no lineal de los datos, empleando la ecuacion sigmoidal de
Boltzman, se encontré una UHsy de 2.00 = 1.074 ug de proteina/mL (media +
S.E.M. n=3).

6.3 Separacion cromatografica mediante FPLC

El extracto crudo de M. complanata se someti6 a un proceso de separacion
cromatografica de dos pasos mediante un equipo cromatografico de FPLC
(Pharmacia Biotech®). El primero de ellos consisti6 en una cromatografia de
intercambio anionico, empleado una columna de DEAE- celulosa (dietilaminoetil-
celulosa), la columna se eluyd con un gradiente escalonado de una soluciéon

amortiguadora de acetato de amonio 10 mM vy cloruro de sodio 1M, pH 7, a una
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velocidad de flujo de 3 mL/min. La deteccion se realizO mediante un
espectrofotometro ajustado a 280 nm. Obteniéndose el cromatograma de la figura
11. Se recuperaron 6 fracciones, de las cuales solo se liofilizo la primera fraccion

MC1 y posteriormente se disolvio en 15 mL de agua.

1004

% de hemolisis
a1 ~
o [6;]
1 1

N
a1
1

-1 0 1 2

Log concentracién
(ug de proteina/ml)

Figura 10. Efecto hemolitico de M. complanata. Curva concentracién-respuesta que

muestra el efecto hemolitico del extracto de M. complanata sobre eritrocitos de rata.

6.4 Cromatografia de exclusion mediante FPLC

Nuestra fraccién de interés MC1 se sometié a un segundo andlisis cromatografico,
esta vez por cromatografia de exclusion con la finalidad de retirar las sales que se
unieron a nuestra fraccién en la separacion anterior, pero también, como ya se
habia demostrado en estudios anteriores para obtener una separacion mas. Para
este fin se utilizé una columna de 200 mL empaquetada con Sephadex G-15, que
es un gel de filtracion media para moléculas de peso molecular mayor a 1500
g/mol, se eluyd con acido acético 1.6 mM a una velocidad de flujo de 3 mL/min, la
absorbancia se registré6 a 280 nm obteniéndose 6 fracciones (MC1-1 a MC1-VI),
gue se muestran en la Figura 12 y seleccionandose la primera fraccion MC1-I, para

continuar con la caracterizacion.
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Solucion B: Acetato de Amonio 10 mM
Cloruro de Sodio 1M.
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Figura 11. Cromatografia de intercambio iénico. El cromatograma muestra la
primera separacion del extracto crudo de Millepora complanata y el cambio de fase
movil escalonada, utilizada para devolver la resina a su carga original y para

recuperar las fracciones que se unieron en el intercambio i6nico inicial.
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Figura 12. Cromatografia de exclusion. Cromatograma obtenido de la cromatografia
de exclusién en Sephadex G-15, hasta este punto se puede deducir que las
moléculas contenidas en nuestra fraccion MC1-I1, al ser las primeras en salir tienen
un peso molecular menor a 1500 g/mol.
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6.5 Cromatografia en fase reversa mediante HPLC

En el siguiente paso, la fraccibon MC1-l, obtenida en el fraccionamiento en
Sephadex G-15, se someti6 a un analisis mediante cromatografia de liquidos de
alta eficiencia en fase reversa en una columna C4 con las condiciones que se
muestran en el Cuadro 1. La solucién A consistio en una solucion al 0.1% de acido
trifluoroacético (TFA) y la solucién B consistié en 90% de acetonitrilo, 0.085% de
TFA'y 9.9% de agua grado HPLC.

Cuadro 1. Condiciones cromatograficas para la inyeccion de MC1-I.

Paso Minuto Flujo (mL/min) Linea A Linea B
Solucion A Solucion B
1 0 2.5 100% 0%
2 15 2.5 100% 0%
3 28 2.5 80% 20%
4 32 2.5 0% 100%
5 38 2.5 100% 0%
6 60 2.5 100% 0%

De esta cromatografia se obtuvieron 12 fracciones, que se muestran en la Figura
13, que se recolectaron segun los tiempos de retencidon que se muestran en el
Cuadro 2, para continuar con el presente trabajo se selecciono la fraccion MC1-IA,

gue se concentro por liofilizacion.
Al hacer la determinacion de proteinas de la fraccion MC1-lA por el método de

Bradford no se observod actividad, o que nos asegura que no hay proteinas en los

componentes de esta fraccion.
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Figura 13. Cromatograma obtenido por HPLC, se selecciono el pico A por ser el
que muestra mayor absorbancia y polaridad.
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Cuadro 2. Tiempos de retencion de la fraccion MC1-I, conforme a estos tiempos se
hizo la recoleccion.

Fracciones de MC1-|

obtenidas por cromatografia

de liquidos de alta eficiencia | Tiempos de retencion
A 7.5-8.0 min
B 8.0 - 8.3 min
C 8.3-9.9 min
D 9.9 -10.2 min
E 10.2 - 11.1 min
F 11.1-12.3 min
G 12.3 - 14.4 min
H 14.4 — 20.0 min
I 20.0 - 21.5 min
J 24.0 — 32.1 min
K 35.4 — 38.7 min
L 42.0 — 43.4 min

Para purificar la fraccion MC1-1A se prob6 el método de reciclaje y corte en una
columna C18 con metanol: agua, 1:1 como fase movil y un flujo de 6 mL/min., en
este método al hacer el reciclaje se observd q los picos se unian y hacian imposible
la separacion de los componentes de esta fraccion, como se observa en la figura
14.

Como no se obtuvo una buena separacion, se probé hacer un gradiente en la
columna C4 ya que esta columna al ser mas polar puede separar los componentes
presentes en esta fraccion, el gradiente se usO para tratar de separar los
componentes al cambiar la polaridad de la fase mavil, el cromatograma obtenido se

muestra en la Figura 15. Como se observa en el cromatograma en relacién con el
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Cuadro 3, se logra una separacion cuando el porcentaje de agua en la fase movil

es mayor que el porcentaje de metano

1.207

1.10

1.004

0.901

0.80-

0.701

0.60

AU

0.50

0.401

0.301

0.20
0.10- L
0.00
T 1 T 1 1 1 1 1 1 1 U 1 1 1 1 U 1 T 1 1 1 1 U
00 20 40 60 80 100 120 140 16.0 180 200 220 240 260 280 30.0 320 340 36.0 380 400 420 440 460
Minutos

Figura 14. Reciclaje y corte, el primer ciclo muestra dos picos con resolucion casi
nula, al reciclarse, se nota una pequefia separacion, pero no es suficiente para
separar los picos, se decide usar otro método.
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Figura 15. Gradiente en columna C4. Primero se inyecté con un 100% de agua, que
decrece gradualmente hasta obtener una fase movil de 100% de metanol.
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Cuadro 3. Gradiente de las fases moviles utilizadas para la separacion de MC1-1A

Paso Tiempo Flujo Linea A Linea B
(min) (ml/min) Agua Metanol

1 0 1.0 100% 0%

2 10 1.0 100% 0%

3 30 1.0 0% 100%

4 40 1.0 100% 0%

Como no se obtuvo una buena separacion, la fraccion se sometié a una nueva
separacion en HPLC en una columna C4, con una fase mévil constante de metanol:
agua 9:1 un flujo también constante de 1 mL/ min e inyecciones de 20 pL, en un
principio, se recirculo la muestra, para ver si era posible una mejor separacion por
reciclaje y corte, pero como se observa en la Figura 16, esto no fue posible porque

al recircular la muestra los picos perdian resolucion.
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Figura 16. Separacion con fase movil constante, la reinyeccion se observa a partir
del minuto 32, como también se observa la perdida de resolucién de los picos.
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Una vez que se observo que bajo estas condiciones si habia una separacion a
pesar de no poder separar todos los componentes se decidié utilizar esta columna
y condiciones cromatograficas clasificandose el primer pico como MC1-lA-abc ya
gue a simple vista se observan 3 componentes en el, el segundo pico que solo
muestra 0.011 unidades de absorbancia a 250 nm y 0.009 unidades de
absorbancia a 350 nm se nombré6 MC1-1A-d, el tercer pico que es el que muestra
una mejor resolucién y por lo tanto el que se someti6 a estudios espectroscopicos y
espectrométricos posteriores se hombré como MC1-l1A-e ademas de tomar esta
decision basandonos en la resolucion de esta fraccion, se decidié continuar los
estudios sobre la misma ya que muestra la sefial de 0.066 unidades de
absorbancia a una A de 250 nm (Figura 17) y una sefial de 0.098 unidades de

absorbancia a una A de 350 nm (Figura 18).

La fraccion MC1-lA-e se liofilizo y se obtuvieron 11.52 mg de liofilizado, dada la

cantidad se decidié pasar a los analisis espectroscopicos y espectrométricos.
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Figura 17. Cromatograma a 250 nm.
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Figura 18. Cromatograma a 350 nm.
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7. DISCUSION

De acuerdo con estudios anteriores, se ha visto que los principales efectos
biologicos que presenta el extracto de M. complanata son la actividad
vasoconstrictora, el efecto hemolitico y la letalidad en ratones (Garcia-Arredondo y
col., 2011). El enfoque principal del presente estudio fue encontrar un método de
purificacion adecuado para obtener los principales componentes no proteinicos de
la fraccion MC1-1 del extracto de este hidrocoral. Sin embargo, considerando que
los fragmentos de M. complanata que se utilizaron para la preparacion del extracto
estuvieron almacenados durante un tiempo prolongado, es importante comprobar
gue el extracto conserva su actividad biolégica. Tomando en cuenta esto, se evalué
la actividad del extracto sobre el tono de segmentos de aorta aislados de rata y su

actividad hemolitica.

Al evaluar el efecto del extracto de M. complanata sobre el tono vascular de los
segmentos de aorta aislados de rata, se encontré una CEsp de 50.11 + 1.15 pg de
proteina/mL y un Enax de 111.70 £ 5.12 % (media = S.E.M, n = 3). En un estudio
reportado anteriormente acerca del efecto del blanqueamiento sobre la toxicidad
del hidrocoral M. complanata se encontré una CEsy de 2.7 £ 1.1 ug de proteina/mL
y un Emax de 64.6 = 2.7 % (Garcia-Arredondo y col., 2011). Los fragmentos del
hidrocoral empleados para ese estudio se recolectaron en la misma fecha y la
misma zona del arrecife que los fragmentos empleados para este estudio.
Comparando los valores del efecto vasoconstrictor de ambos extractos, puede
notarse que evidentemente el extracto preparado para el presente estudio es
menos potente que el extracto que se preparé anteriormente para el estudio de
blanqueamiento pero presenta una mayor eficiencia. Ambos extractos se
prepararon bajo las mismas condiciones. Sin embargo, es importante hacer notar
gue, dado que el experimento asi lo requeria, los fragmentos de hidrocoral
empleados para la preparacion del extracto en el estudio de blanqueamiento
estuvieron almacenados en estanques bajo condiciones artificiales similares a las

de su habitat natural por 15 dias, posteriormente se preparo el extracto sin pasar
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por periodos prolongados de almacenamiento en congelacion. Por otra parte, los
fragmentos que se utilizaron para preparar el extracto en este estudio se
congelaron inmediatamente después de su recoleccion y estuvieron almacenados

hasta por tres afios a -70 °C.

Existen dos posibilidades que pueden explicar la variacion en el efecto
vasoconstrictor de los extractos. Es bien sabido que muchos organismos presentan
variacion en la produccion de sus componentes bioactivos dependiendo de las
condiciones ambientales en las que se encuentran. De tal modo que los fragmentos
de hidrocoral que estuvieron bajo condiciones artificiales pudieron haber
presentado cambios en la produccion de sus componentes, dando como resultado
el aumento en la potencia del efecto vasoconstrictor de su extracto y la disminucién
de su eficiencia. Es importante recordar que en previos estudios, ya ha quedado
comprobado que el efecto vasoconstrictor inducido por el extracto de este
hidrocoral es debido a una mezcla de compuestos no proteinicos y proteinicos
(Ibarra-Alvarado y col., 2007; Garcia-Arredondo y col., 2011; Garcia 2012). La otra
posibilidad que puede explicar el cambio en los efectos es que tras el
almacenamiento prolongado las proteinas presentes en el extracto pudieron haber
sufrido algin cambio que disminuyera su efecto. Es probable que el extracto de M.
complanata también presente componentes que disminuyen el tono del musculo
liso vascular, de tal manera que al disminuir su efecto de como resultado un
aumento en la eficiencia del efecto vasoconstrictor. Un resultado que sustenta esta
posibilidad es que en el estudio reportado acerca del efecto del blanqueamiento
sobre la toxicidad de M. complanata y M. alcicornis, se encontr0 que tras la
desnaturalizacion del contenido de proteina de ambos extractos se observé una
disminucion en la potencia y un aumento de la eficiencia en ambos casos (Garcia-
Arredondo y col., 2011). Ademas, en uno de los estudios toxinoldgicos iniciales
sobre las especies del género Millepora se encontré que los efectos biologicos del
extracto de M. tenera disminuyen durante el proceso de purificacion, liofilizacion y

almacenamiento (Middlebrook y col., 1971), lo cual apoya la idea de que algunos
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componentes bioactivos del extracto de M. complanata pierden su actividad

después del almacenamiento prolongado.

Al evaluar la actividad hemolitica del extracto empleado en este estudio se encontro
que éste produce hemolisis con una UHsy de 2.00 + 1.074 pg de proteina/mL,
mientras que en el estudio sobre el efecto del blanqueamiento la UHso del extracto
control fue 0.5 £ 0.02 pg de proteina/mL. Esto significa que el extracto empleado
para este estudio es alrededor de cuatro veces menos potente que el extracto
empleado como control en los experimentos de blanqueamiento. Esta disminucién
en la potencia del extracto, al igual que como en el caso del efecto vasoconstrictor,

podria deberse al almacenamiento prolongado del extracto.

Una vez comprobada la actividad biol6gica del extracto, se inicié el proceso de
purificacion para obtener la fraccion MC1-I del extracto de Millepora complanata, ya
gue los antecedentes muestran que en esta fraccion, ademas de la MC1-1l, también

contiene compuestos bioactivos no proteinicos.

El primer paso cromatogréfico empleado para fraccionar el extracto acuoso
completo se realizé6 mediante una resina de intercambio anionico (DEAE-celulosa),
a la cual se le unen proteinas y compuestos con carga negativa. El primer pico de
interés basandose en los antecedentes (Garcia, 2012) es el primero en salir (MC1).
Esto indica que en esta fraccidbn no se encuentran presentes proteinas cargadas
negativamente dado que salen con lo no retenido en la columna. Una de las
desventajas que presenta este tipo de cromatografias es que se adiciona una gran
cantidad de sales para despegar lo retenido en la columna. Considerando esto, el
siguiente paso cromatografico que se realizé en los estudios anteriores fue someter
las fracciones obtenidas al paso por una columna de exclusion (Sephadex G-15).
Este tipo de columnas pueden separar compuestos con rangos moleculares que
van de 5 a 15 kDa, pero también son muy empleadas para eliminar sales de una
manera rapida y sin perder mucha muestra como en el caso de los métodos de

didlisis. Mediante este proceso, la fraccion MC1 se fraccioné en 6 sub-fracciones
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En este caso, la fraccion de interés es MC1-l, ya que la MC1-ll ya ha sido

analizada.

La siguiente cromatografia se efectué en un equipo de cromatografia de liquidos de
alta eficacia (HPLC), usando una columna de fase reversa C4, de aqui se
obtuvieron 12 fracciones de la cual se eligio la primera, dado que en los primeros
15 minutos se mantuvo un flujo constante de una soluciéon 0.1% de acido
trifluoroacetico y nuestra fraccion de interés aparece de 7.5-8.0 minutos, se puede
inferirr que esta faccion es altamente polar. Después de esta separacion se efectué
la determinacion de proteinas por el método de Bradford. Como se esperaba, la
fraccidn no present6 cantidades de proteina detectables sugiriendo la presencia de
compuestos altamente polares y no proteicos en la fraccion (Skoog DA, et al.,
2001).

Continuando con la purificacién de los componentes de la fraccion MC1-1A y dado
gue este paso no tenia precedentes se hicieron separaciones basadas en las
propiedades de la fraccion como su solubilidad, altamente soluble en agua y
parcialmente soluble en metanol, se decidi6 una columna C18 para tratar de
purificar sus componentes. Lamentablemente no se obtuvo una buena separacion
como se puede observar en el cromatograma (Fig. 14), ademas de que al recircular
la muestra, para tratar de cortar la impureza esta no se separo lo suficiente, esto se
debe a la presencia de compuestos con propiedades similares (Skoog DA, et al.,
2001)..

Las siguientes condiciones de separacion que se emplearon fue utilizar un
gradiente que va de 100% de agua a 100% de metanol en una columna C4. Este
método mostré una mejor separacion sin un efecto notable en la implementacion de
un gradiente (Fig. 15), pero con una separacion notable cuando la proporcién de
agua baja, observando esto se decidi6 hacer una nueva inyeccién con una fase
movil constante de metanol: agua 9:1 en la cual se observo una buena separacion.

Los picos fueron recolectados y etiquetados como “abc”, que estan juntos, “d” que
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es un pico pequefio y “e” que fue el pico mas puro y con maximas absorbancias en
250 nm y 350 nm.

Del pico “e” obtenido a partir de MC1-IA se purificaron 11.52 mg de polvo blanco,
mismos que se utilizaron para hacer los andlisis espectroscopicos de resonancia
magnética nuclear protonica y de carbono 13 en sus modalidades de una y dos

dimensiones (ANEXO 1).
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8. CONCLUSIONES

Se encontr6 que utilizando una fase mévil constante de metanol:agua 9:1 en una
columna de HPLC en fase reversa con cantidades de muestra bajas se puede
lograr una separacion de los picos presentes en la fraccion MC1-1 obtenida a partir
del fraccionamiento cromatografico del veneno del hidrocoral M. complanata. El
componente mayoritario de esta fraccion bioactiva presenta un compuesto

altamente polar de cadena larga que no es analogo de palitoxina.
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ANEXOS

Anexo |. Analisis Espectroscopicos y Espectrométricos del compuesto MC1-IA-e.
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Figura 19. RMN protdnica de la fraccion MC1-1A-e
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Figura 21. Espectroscopia de correlacion (COSY) de la fraccion MC1-IA-e.
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