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RESUMEN

Las especies del género Millepora (clase Hydrozoa, Phylum Cnidaria) son
hidrocorales abundantes en aguas tropicales del Caribe Mexicano y son los
segundos organismos mas importantes formadores de arrecifes. Estas especies
son llamadas comunmente corales de fuego, ya que el contacto con ellas causa
lesiones similares a quemaduras. Ademas, el contacto con estos organismos puede
causar falla renal aguda, sindrome nefrético y edema pulmonar. Los agentes
causales de estas condiciones son toxinas proteicas contenidas en los
nematocistos (organelos exclusivos de los Cnidarios), los cuales estan involucrados
en la captura de presas y la defensa. Nuestro grupo de investigaciéon ha
demostrado que el extracto acuoso de M. alcicornis presenta actividad hemolitica,
vasoconstrictora e induce letalidad en ratones a una dosis letal media (DLso) de 17
Mg proteina/g de peso corporal. Se encontré también que dosis menores a la DLsg
producen dafios histopatoldgicos en tejido pulmonar y renal asociados con la
presencia de citolisinas, algunas de las cuales poseen actividad de fosfolipasa A2
(PLA2) y otras son posiblemente toxinas formadoras de poros. El presente trabajo
de tesis tuvo por objetivo estandarizar y optimizar, mediante la técnica de
electroforesis bidimensional, un método analitico para detectar las citolisinas con
actividad de PLA2 presentes en el extracto acuoso de Millepora alcicornis.
Mediante esta técnica se lograron establecer las condiciones experimentales que
permiten una resolucién electroforética adecuada para la deteccién y separaciéon de
las citolisinas de interés. Estas condiciones podran ser utilizadas en futuros
proyectos encaminados a purificar y elucidar la estructura quimica de PLA2
producidas por los hidrocorales del género Millepora.
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1. INTRODUCCION

Millepora alcicornis es un Cnidario perteneciente a la clase Hydrozoa, que se
encuentra ampliamente distribuido en el Caribe mexicano. Las 13 especies
pertenecientes al género Millepora son conocidas como “corales de fuego” debido a
gue al contacto con la piel humana producen una serie de complicaciones dolorosas
similares a las quemaduras (Rojas-Molina y col., 2012). Estas lesiones por lo general
incluyen eritema, formacion de ampollas y escozor, por efecto de toxinas contenidas
en los nematocistos, organelos caracteristicos que emplean los Cnidarios como
mecanismos de defensa, sujecién y para la obtencion de alimento mediante la
captura de presas. Los estudios realizados sobre los organismos del género
Millepora indican que las toxinas liberadas a partir de los nematocistos son capaces
de producir efectos toxicos locales y sistémicos en humanos, los cuales incluyen
dolor severo, erupcién, ampollas, sindrome nefrético, dafio renal agudo y edema
pulmonar. Investigaciones realizadas sobre M. alcicornis por nuestro grupo de
trabajo mostraron que el extracto acuoso de este hidrocoral presenta actividad
hemolitica, vasoconstrictora e induce letalidad en ratones a una dosis letal media
(DLsp) de 17 ug protein/g de peso corporal. Se encontrd también que dosis menores
a la DLsp producen dafos histopatolégicos en tejido pulmonar y renal asociados con
la presencia de citolisinas, algunas de las cuales poseen actividad de fosfolipasa A2
(PLA2) y otras son posiblemente toxinas formadoras de poros. Por otra parte,
investigaciones realizadas sobre M. dichotoma y M. platyphyla indican que los
extractos acuosos preparados a partir de estos organismos muestran efectos letales
en ratones y poseen actividad hemolitica, dermonecroética y antigénica. En otra
investigacion que llevo a cabo nuestro grupo de trabajo se encontré que el extracto
acuoso de M. complanata muestra actividad de PLA2 y contiene proteinas que
inducen contracciones, dependientes de calcio, en el musculo liso del ileon de
cobayo y de aorta de rata. Adicionalmente, se encontrd evidencia que demostro que
este hidrocoral produce neurotoxinas termoestables, muy probablemente metabolitos
especializados que provocan letalidad en ratones (Garcia-Arredondo y col., 2015).

Existe relativamente poca informacion con respecto a las toxinas producidas por los



hidrocorales del género Millepora y gran parte del interés cientifico se ha centrado en
los efectos toxicos producidos por estos organismos. Desde el punto de vista
ecoldgico, los hidrocorales contribuyen con la formacion de la estructura de los
arrecifes coralinos y proveen proteccion para muchas otras especies; en sus ramas,
las colonias individuales de Millepora albergan algas simbiontes dinoflageladas del
genero Symbiodinium, las cuales les proporcionan nutrientes a sus hospederos. El
fendmeno de blanqueamiento consiste en la expulsion de los simbiontes durante el
estrés provocado por las altas temperaturas, el cual ha comprometido la poblacion
de los hidrocorales durante los ultimos 30 afios dejandolos susceptibles vy
desprotegidos (Fitt, 2012). Indudablemente estos organismos marinos constituyen
una fuente invaluable de moléculas bioactivas que pudieran perderse, de tal manera
gue es muy importante continuar con su estudio a fin de generar informacion que

pudiera contribuir a su preservacion.



2. ANTECEDENTES
2.1 Phylum Cnidaria

Los Cnidarios (corales, anémonas de mar, medusas e hidroides) conforman un
Phylum que contiene aproximadamente 9000 especies, que viven en ambientes
acuaticos (predominantemente marinos). El rasgo caracteristico del Phylum Cnidaria
es la presencia de células conocidas como cnidocitos y organulos como los
nematocistos, los cuales son utilizados para la depredacion, adhesion y defensa. Los
Cnidarios se encuentran clasificados filogenéticamente en dos grandes grupos:
Anthozoa (anémonas de mar, corales y plumas de mar) que viven como polipos
sésiles; y Medusozoa (medusas, avispas marinas e hidras). Los Cnidarios en ambos
grupos tienen simetria radial externa y asimetria interna y cuentan solo con una
apertura que actia como boca y ano, la cual se encuentra generalmente rodeada
por un cojinete de nematocitos que forman los tentaculos (Technau y col., 2011).La
morfologia de los organismos de este Phylum incluye dos capas celulares, el
ectodermo y el endodermo; también una matriz extracelular conocida como
mesoglea que se encuentra presente entre las dos capas celulares. Estos
organismos son comunmente depredadores y ciertas especies también pueden
recoger animales muertos u obtener alimento de forma intracelular mediante algas
fotosintéticas unicelulares, con las que viven en simbiosis, llamadas zooxantelas
(Frazao y col., 2012). Existen dos tipos de ciclos de vida que sirvieron como base
para poder clasificar el Phylum Cnidaria. En el Subphylum Anthozoa el pdlipo es la
forma productora de gametos y el ciclo de vida se describe como embrion > larva >
polipo. En tanto que las especies del Subphylum Medusozoa, generalmente tienen
un ciclo de vida descrito como embrion > larva > polipo > medusa, en el cual la

medusa es la tipica forma sexual.
2.1.1 Forma de pdlipo

Los pdlipos son mayoritariamente seésiles y pueden ser solitarios o coloniales. El

cuerpo es cilindrico y la boca rodeada de una o varias coronas de tentaculos,



comunica con la cavidad gastrovascular. La capa de mesoglea suele estar poco
desarrollada (Figura 1A).

2.1.2 Forma de medusa

Las medusas son la forma nadadora y de dispersion. El cuerpo esta formado por una
estructura acampanada llamada umbrela. La cavidad gastrovascular comunica al
exterior por la boca situada en el extremo del manubrio. La cavidad gastrica
comunica los canales radiales con el canal anular situado en el borde umbrelar. De
dicho borde cuelgan los tentaculos umbrelares y en algunas medusas una

proyeccion contractil llamada velo (Figura 1B).

A

Tentaculo i\\g\\&
Boca/ano \ \ )
Ectodermo AN\ @Y%
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B
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Ectodermo
Endodermo

Tentaculo

Figura 1. Morfologia de los Cnidarios. Tomado de wikipedia



2.1.3 Clasificacion del Phylum Cnidaria

Los Cnidarios se encuentran clasificados en dos grupos principales (Cladas)
Anthozoa y Medusozoa (Figura 2); a su vez cada uno de estos Subphylum cuenta
con clases que difieren muy poco en sus caracteristicas morfologicas. Actualmente,
la clasificacion del Phylum Cnidaria se encuentra en debate con el conocimiento del
tipo de DNA de cada una de las especies. De manera sistematica se conoce una
clasificacion para el Phylum, pero por ejemplo de acuerdo a metodologias basadas
en la secuenciacion del DNA, Anthozoa, el grupo basal de los Cnidarios tiene DNA
mitocondrial circular, mientras que Hydrozoa, Scyphozoa y Cubozoa tienen DNA
lineal (Frazao y col., 2011).

Phylum Subphylum Clase

Anthozoa [ Anthozoa]
[Staurozoa]
[Hydrozoa]
[Medusozoa Scyphozoa]
Cubozoa]

Figura 2. Cladograma del Phylum Cnidaria (Modificado de Frazao y col., 2011)



2.1.4 Cnidocito y cnidocisto

El tipo celular caracteristico de los Cnidarios se conoce como cnidocito, el cual es
una célula especializada urticante. Los cnidocitos se desarrollan en ambas capas
celulares, y su funcion es variada: defensa, captura de presas, locomocion y fijacion.
Estas células son de tipo glandulares, sintetizan una capsula (cnida) de la cual
pueden existir tres tipos de cnidocistos: espirocistos, pticocistos y nematocistos. Los
cnidocistos tienen una capsula de naturaleza proteica con un filamento hueco muy
enrollado en su interior. Al producirse un estimulo adecuado, el filamento se expulsa
al exterior, descargando una sustancia que puede ser toxica, urticante o pegajosa de
acuerdo a la funcion y ubicacion del cnidocisto. En algunos casos la capsula posee
un opérculo, y un cnidocilio, que es un filamento mecanoreceptor que al ser
estimulado induce la descarga del cnidocisto. Los cnidocitos son muy abundantes en

la regién oral y en los tentaculos (Otsman, 2000).
2.2 Toxinas de los Cnidarios

El Phylum Cnidaria se caracteriza por incluir a los organismos animales mas
venenosos. La composicion del veneno de los Cnidarios no es conocida a detalle,
pero se estima que esta constituido de aproximadamente unos 250 compuestos de
naturaleza proteica, de los cuales se tienen identificados péptidos, proteinas,
enzimas e inhibidores de proteinasas; también compuestos de naturaleza no
proteica como purinas, compuestos cuaternarios de amonio, aminas biogénicas y
betainas. Poco se sabe de los genes que codifican para las toxinas producidas por
los Cnidarios y solamente se han descrito pocas estructuras proteicas

tridimensionales (Frazao y col., 2012).
2.2.1 Citolisinas

Los Cnidarios son fuentes ricas en proteinas y péptidos con actividad biologica,
incluyendo neurotoxinas, enzimas Yy citolisinas. Dentro de las citolisinas se
encuentran las Actinoporinas o citolisinas formadoras de poro, las cuales son de

naturaleza proteica de aproximadamente 20 kDa que interactian con la



esfingomielina presente en membranas celulares (Bo y col.,, 2011); y las
Fosfolipasas, enzimas que hidrolizan glicerofosfolipidos liberando lisofosfolipidos y
acidos grasos que participan en rutas metabdlicas como la via del acido

araquidonico (Timo y col., 2008).
2.2.1.1 Fosfolipasas A2 (PLA2)

En los ultimos 25 afios se ha presentado un creciente interés en la superfamilia de
las fosfolipasas A2 (PLA2). Las PLA2 hidrolizan el acido graso de la posicion sn-2 de
la membrana de los fosfolipidos (Figura 3), los cuales frecuentemente contienen
acidos grasos insaturados, y cuando son liberados, pueden ser metabolizados como

varios eicosanoides y participar como mediadores bioactivos de naturaleza lipidica.

Figura 3. Corte en la posicion sn2 por una PLA2

Los lisofosfolipidos restantes pueden tener roles importantes en procesos biolégicos
(Burke y col., 2009). Las fosfolipasas de mamiferos juegan un rol importante en la
fertilizacion, proliferacion celular, contraccion del muasculo liso y enfermedades de
hipersensibilidad e inflamacion crénica. Las fosfolipasas también tienen importancia
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por estar involucradas en diversas funciones celulares, que incluyen vias de
sefalizacion para la biosintesis de prostaglandinas y leucotrienos, ademas de la
homeostasis de la membrana incluyendo, la mantencion de reservas de fosfolipidos

membranales y reparacion de las membranas (Manjunatha y col., 2003).
2.2.1.2 Clasificacion de las PLA2

Las PLA2 son enzimas de tipo hidrolasa-lipasa, las cuales inducen cambios en la
composicibn membranal, activan la cascada inflamatoria y generan vias de
sefialamiento celular. Son responsables de la movilizacion de acidos grasos poli-
insaturados liberados desde la posicién sn2 de los glicerofosfolipidos, los cuales

incluyen al &cido araquidonico (Garcia G y col., 2008)

La familia de las PLA2 pertenece a la superfamilia de las lipasas y a la megafamilia
de las hidrolasas y para nombrarlas, se emplea la nomenclatura propuesta por la
IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular Biology). Las PLA2 se
han podido clasificar por su funcionalidad y localizacion celular y tisular en dos
grandes tipos: citosdlicas de alto peso molecular y secretorias de bajo peso
molecular. Por su dependencia de calcio, en variedades: calcio-dependientes y
calcio-independientes. Se utilizan nimeros romanos para los dieciséis grupos, es
decir del I al XVI, con diversos subgrupos nominados con letras mayusculas,
incluyendo a la totalidad de enzimas conocidas en acariotas (virus), procariotas
(bacterias) y eucariotas (hongos, reptiles y mamiferos). La asignacién a los distintos
grupos depende de los mecanismos cataliticos de las enzimas, lo que ha
determinado que la actividad hidrolasa puede ser por la presencia de cualquiera de
los tres siguientes mecanismos consistentes en diadas aminoacidicas presentes en
los centros cataliticos: a) histidina, aspartato; b)serina, aspartato y c) serina,
histidina, y aspartato. Los 16 grupos a su vez se pueden clasificar en cinco tipos
enzimaticos principales: 1) enzimas secretorias (SPLA2); 2) enzimas citosolicas
(cPLA2); 3) enzimas calcio-independientes (iPLA2) que pueden ser citosolicas,
secretorias 0 mixtas; 4) enzimas degradantes de los mediadores autocoides

conocidos como factores activadores plaquetarios (PLA2-PAF-AH) y 5) enzimas



lisosomales calcio-independientes (L-PLA2), que también poseen actividades de 1-

O-acil-ceramida-sintasa y transacilasa (Figura 4) (Garcia y col., 2009).

VR
PLA2
~
A = = P N
cPLA2 sPLA2 iPLA2 Lisosomal PLA2 PAF-AC
N N N N

Figura 4. Clasificacion de las PLA2

2.2.1.3 Diversidad estructural y funcional de las PLA2
2.2.1.3.1 PLAZ2 citosdlicas (cPLA2)

Muchas enzimas también muestran actividad de lisofosfolipasa y transacilasa y, de
manera preponderante, hidrolizan acido araquidonico. Estas enzimas son de peso
molecular variable entre 61 y 114 kiloDaltones (kDa) y su centro catalitico utiliza un
residuo de serina. La fosforilacion de la serina del centro catalitico aumenta la
actividad enziméatica. Ellas pertenecen al grupo IV y se distinguen seis subgrupos:
IVA, IVB, IVC, IVD, IVE y IVF. Todas, excepto la tipo IVC, poseen un dominio C2,
gue les permite, en presencia de calcio, ser reclutadas en las membranas celulares,
ya que en esta forma reconocen fosfolipidos. Las PLA2 tipo IVC son aciladas, por
medio de farnesilacion a la membrana plasmatica, lo cual explica su fijacion en las
membranas. La presencia del dominio C2 no solo les permite ser reclutadas en
presencia de calcio, sino que al unirse a los fosfolipidos son activadas (Garcia y col.,
2009).



La cPLAZ2aq, es decir la PLA2 tipo IVA es regulada por fosforilacion en tres sitios
claves: a) un residuo de serina (ser505), fosforilado por diversas serina/treonina-
kinasas del tipo MAPKs (mitogen-activated protein kinase); b) un residuo de serina
(ser505) fosforilada por CaMKII (calmodulina kinasa 11); y ¢) un residuo de serina
(ser727) fosforilado por MNK1 (mitogen-activated protein kinase-interacting
serine/threonine kinasel) (Ghosh y col., 2006; Shimizu y col., 2006).

La actividad de la cPLA2a es regulada también por la interaccién directa con la
proteina citoesquelética vimentina; por miembros de la familia proteica 2100 y por
miembros de la familia proteica de las anexinas. La cPLA2 es también regulada en
forma positiva por la proteina PLIP (PLAZ2-interacting protein), la cual es una proteina
derivada del mismo gen codificante de TIP60/HTATIP (HIV-1 TAT- interacting protein,
60-KD). TIP60 es una enzima del tipo histona-desacetilasa, es decir, que esta
involucrada en la regulacion de la expresion génica, y una variedad por corte y
empalme alternativo de su ARNm (splicing) produce una proteina con actividad

reguladora de la actividad de la cPLA2a (Sheridan y col., 2001).

Aun no hay claridad sobre el papel de los mecanismos de transduccion de sefiales
conocidos como “sistemas de proteinas G triméricos”, si su activacion que se
ejerceria es directa o indirecta. Los sistemas de proteinas G que poseen
subunidades a GO o Gi (Gi1, Gi2 y Gi3) se acoplan al senalamiento dependiente de
fosfolipasas tales como PLC, PLD y PLA2, mientras que las subunidades G12 o G13
se ligan a la activacion de las proteinas G monoméricas de la familia Rho que
comunmente activan a las PLD. Este sistema activador posee un bucle en el cual las
proteinas G monoméricas Rho activan de manera directa a las MAPK-ERK, las

cuales pueden luego fosforilar y activar a las cPLA2 (Garcia y col., 2009).
2.2.1.3.2 PLAZ2 calcio-independientes (iPLA2). Variedades citosélicas

Las variedades citosolicas calcio-independientes pertenecen al grupo VI y se
conocen dos miembros y por ende dos genes: la variedad PLA2G6A con cinco tipos
distintos por corte y empalme alternativo (splicing) del ARNm y la variedad PLA2G6A

con dos tipos distintos de GPVIB por el mismo mecanismo. Lo que caracteriza desde
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el punto de vista bioquimico a este grupo es la presencia de un tipo muy particular
de repeticiones proteicas. Estas secuencias estan repetidas en un niumero variable
de siete a ocho veces. Las repeticiones son responsables de la formacion de
oligbmeros o de la asociacion con otras proteinas que también contengan este tipo
de repeticiones. Con respecto a las variantes por corte y empalme alternativo, hay
evidencia de que son inhibidores competitivos enzimaticos por oligomerizacion. El
ATP estabiliza la estructura de la PLA2G6A (Mosavi y col., 2004).

2.2.1.3.3 Otras variedades calcio-independientes

Las PLA2-VIA son citosélicas y las PLA2-VIB y VIC son membranales. Las PLA2-
VID, PLA2-VIE y PLA-VIF se han identificado como variedades enziméaticas
involucradas en el metabolismo lipoproteico, dada su actividad como acil-glicerol-
transacilasas y tri-acil-glicerol-lipasas. Las PLA2G6C poseen también actividad de
lisofosfolipasas. Ademas, es probable que la PLA26D, también denominada
adiponutrina y la PLA2G6E denominada desnutrina, poseen actividad hormonal. De
ellas, la PLA2G6C muestra ademas una actividad esterasa detoxificante en el

sistema nervioso (Akiba y col., 2004).
2.2.1.3.4 PLAZ2 secretorias (SPLA2)

Estas PLA2 se encuentran en cnidarios, insectos, moluscos, reptiles, mamiferos,
parvovirus, hongos y bacterias simbidticas y mamiferos. Las variedades secretorias
(sPLA2) son proteinas de bajo peso molecular (14-18 kDa) y estructuralmente
contienen de cinco a ocho puentes disulfuro. Su actividad enzimatica depende de
una diada histidina-aspartato en su centro catalitico y requieren de calcio en
concentraciones micromolares. Las sPLA2 corresponden a los grupos IB, lIA, IIC,
11D, IIE, IIF, IlI, V, X, y XII (XIIA 'y XIIB). Las PLA2 de los grupos sPLA2IIA y sPLA2V
poseen una regién carboxilo terminal con amino-acidos basicos que les permiten
interactuar con los glicosaminoglicanos (GAG) del tipo heparan-sulfato y heparina,
presentes en proteinglicanos (PG), en especial PG membranales y en particular, los
glipicanos (GPC), de los cuales se conocen seis en nuestra especie: GPC1, GPC2

(también denominado cerebroglicano), GPC3, GPC4 (también denominado glipicano
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K), GPC5 y GPC6. La interaccion con GPC desencadena cascadas de sefializacion

intracelular desde la membrana plasmatica (Frasson, 2003).
2.2.1.3.5 PLA2 PAF-AH (PLA2G7 y PLA2G8)

Estas enzimas tienen un nucleo catalitico con una triada serina-histidina-aspartato.
Hidrolizan acidos grasos de cadenas corta y mediana a partir de di-acil-gliceroles, tri-
acil-gliceroles y fosfolipidos, pero en particular, a la fosfatidilcolina. También poseen
una actividad de hidrolasa tipo PLAL, aunque esta actividad depende del tipo de los
acidos grasos presentes en la posicidon sn2. Una enzima particular dentro de este
grupo es la PLA2G7 secretoria inflamatoria mieloide, conocida clasicamente como la
acetil-hidrolasa para los PAF, enzima que es producida en las células inflamatorias
de origen mieloide y que se caracteriza por estar en estrecha asociacion con
lipoproteinas plasmaticas y lesiones de novo. La PLA2G7 forma parte de un
mecanismo protector y proinflamatorio que se encarga de remover fosfolipidos
oxidados (Arai, 2002).

2.2.1.3.6 Rol de las PLA2 en la comunicacion celular

Las PLA2 poseen dos mecanismos de accion: el directo, esta relacionado con su
actividad enzimatica y el indirecto, consiste en su accion como mediador

comunicador celular (Garcia y col., 2009).
2.2.1.3.7 Mecanismo directo de las PLA2 en la comunicacioén celular

Las PLA2 pueden liberar &cidos grasos insaturados (por lo regular el &cido
araquidénico y en menor grado, el acido linoleico) a partir de fosfolipidos de la
membrana plasmatica, para que éste sea tomado como sustrato para la biosintesis
de autocoides. La afinidad por sustratos varia entre las distintas PLA2, es asi que las
sPLA2 poseen preferencia catalitica por tres fosfolipidos: fosfatidilglicerol,
fosfatidilcolina y fosfatidilserina. Todas las membranas plasméticas y las de los
compartimientos subcelulares pueden ser blanco de las PLA2. Existen varias rutas
para la biosintesis de lipidos autocoides eicosanoides, como la de la ciclo-oxigenasa

(que origina prostaglandinas y tromboxanos) (Cook, 2005); la ciclo-oxigenasa
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acetilada por aspirina, que genera lipidos muy especiales, denominados protectinas
y resolvinas; la de las lipo-oxigenasas que da lugar a leucotrienos; la ruta
biosintética de los endocanabinoides (por ejemplo anandamida) (Smita y col 2007);
las rutas que participan en la biosintesis de los PAFs (factores activadores de las
plaguetas); la de los citocromos (por ejemplo HETEs-4cidos hidroxi-eicosa-
tetraenoicos y EETs-acidos eicosa-tetraenoicos); la de los endovaniloides (por
ejemplo araquidonil-dopamina) y también las rutas biosintéticas que se llevan a cabo
por medio de mecanismos no enzimaticos, es decir, en ausencia de enzimas. En
estas vias, los acidos grasos se pueden ciclar mediante la oxidacion dependiente de
radicales libres, donde los productos finales, denominados isoprostanos, poseen
actividades biologicas. Los acidos grasos libres per se, pueden actuar por medio de
receptores, como los del tipo serpentina, asociados con sistemas de proteinas G
triméricas GPR (Gprotein-cupled receptor) como son GPR40 para acidos grasos de
cadena media, GPR41 para acidos grasos de cadena corta y GPR120 para acidos
grasos de cadena larga. También poseen receptores nucleares como los miembros
de la familia PPAR (peroxisome proliferatior-activated receptor) (Van-Dert y col.,
2004).

2.2.1.3.8 Mecanismo indirecto: PLA2 como un mediador de la comunicaciéon celular

del tipo citoquina

El término “mediador de la comunicacion celular” se refiere a toda sustancia
sintetizada por las células de un organismo 0 una organizacién multicelular con la
finalidad de generar comunicacion entre sus diversos componentes y de ese modo
favorecer las respuestas orquestadas, frente a estimulos de indole enddgeno o
exdgeno, todo ello con el objeto de mantener la homeostasis, situacion que incluye
fenomenos como la morfogénesis, la cicatrizacion y la regeneracion. El término
mediador de la comunicacion celular equivale al de “primer mensajero o ligando”.
Los mediadores de la comunicacion celular son de naturaleza quimica variada
Desde hace tiempo se conocen los receptores denominados tipo “N” expresados en
las membranas de las células cerebrales en los mamiferos y que median los efectos

neurotoxicos de ciertas PLA2, aunque aun no han sido del todo aislados y clonados.
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En los ultimos afios, se ha estudiado a fondo el papel del llamado receptor tipo “M”,
pues miembros de las sPLA2 tienen actividad funcional como mediadores de la
comunicacion celular, actuando a través del receptor membranal especifico
denominado PLA2R1 (phospholipase A2 receptor 1), el cual es una proteina de 180
kDa, transmembranal del tipo 1, cuyo gen codificante se encuentra en el cromosoma
2. El PLA2R1 es miembro de la familia de las lectinas, proteinas que reconocen
carbohidratos libres o en forma de glicolipidos o glicoproteinas. Este receptor

pertenece al subgrupo VI de las lectinas (Burke y col., 2009).
2.2.1.4 PLAZ2 presentes en venenos

Las PLA2 presentes en el veneno de las serpientes juegan un papel importante en la
digestion de las presas, pero también presentan una amplia variedad de efectos
farmacolégicos por su intervencion en procesos fisiolégicos normales (Cuadro 1).
Algunos de los efectos farmacolégicos y toxicos mas potentes de los componentes
activos de los venenos de serpientes son atribuidos a las PLA2 y a las mezclas
proteicas complejas. Por ejemplo, se sabe que algunas neurotoxinas presinapticas
del veneno de serpiente son PLA2, también las PLA2 que actian como miotoxinas
son mas potentes y actian mas rapido que sus contrapartes no enzimaticas. La
habilidad para inducir efectos farmacol6gicos con alta potencia indica la importancia

de las PLA2 en la toxicidad del veneno de las serpientes (Manjunatha, 2003).

Cuadro 1. Efectos farmacologicos de las PLA2 presentes en el veneno de las
serpientes. Modificado de Manjunatha, 2003

Efectos farmacoldgicos de las PLA2

Neurotoxicidad

e Neurotoxicidad presinaptica
e Neurotoxicidad postsinaptica
Miotoxicidad

e Mionecrosis local
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e Miotoxicidad sistémica
Cardiotoxicidad

Efectos anticoagulantes

Iniciacion de la agregacion plaquetaria

Inhibicién de la agregacion plaquetaria

Actividad hemolitica

Induccion de hemoglobinuria

Hemorragia interna

Actividad convulsiva

Actividad hipotensiva

Actividad inductora de edema

Dafio de 6rganos o tejidos

2.2.1.5 PLA2 presentes en Cnidarios

Las PLA2 han sido identificadas en invertebrados marinos como por ejemplo: corales
duros, corales de fuego, estrellas de mar, pepinos de mar, esponjas marinas y en la
mayoria de los tentadculos de Cnidarios (Martins y col., 2009). Por ejemplo,
Bunodosoma caissarum es una anémona marina perteneciente al Phylum Cnidaria,
la cual es encontrada en aguas de las costas de Brasil, se ha reportado que
extractos alcohdlicos de B. caissarum tienen efecto antimittico y ademas el extracto
del veneno de los nematocistos de ésta anemona posee actividad hemolitica en
eritrocitos de diferentes especies de vertebrados; este efecto ha sido atribuido a una
proteina de 20 kDa con actividad de PLA2 llamada caissarolisina | (Martins y col.,
2009).

La actividad de las PLA2 ha sido medida en clases representativas de Cnidarios, y

algunas sPLA2 de las anemonas marinas Adamisia carciniopados y Urticina
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crassicornis han sido clonadas. Por otra parte, la secuencia del genoma de la
anemona marina Nematostella vectensis fue publicada en el 2007 (Nevalainen,
2008). Adicionalmente, la presencia de una proteina de aproximadamente 30 kDa
con actividad de PLA2 ha sido confirmada e identificada en Millepora platyphylla
(Radwan y col., 2004). Nuestro grupo de trabajo, también identificd la presencia de
PLA2 en los extractos acuosos de M. complanata y M. alcicornis, recolectadas en el
Caribe Mexicano (Garcia-Arredondo y col., 2015; Hernandez-Matehuala y col.,
2015).

2.2.1.6 Secuenciacion de PLAZ2s

Segun lo reportado por Martins y col.. (2009), fue posible la secuenciacion de PLA2s
presentes en el extracto crudo de la anémona marina B. caissarum, empleando un
analisis mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia en fase reversa RP-
HPLC. En ese analisis se detectaron tres PLA2s (BcPLA2 |, BcPLA2 Il y BcPLA2 II).
La espectrometria de masas en la modalidad MALDI-TOF, para BcCPLA2 | mostré un
pico principal a 14.7 KDa. La secuencia de aminoacidos N-terminal de BCcPLA2 |
muestra una secuencia de aminoacidos idéntica a las PLA2 del Grupo Il
encontradas en especies de lagartos mexicanos, y también muestra similitud con las
PLA2 de abeja Apis mellifera, adicionalmente BcPLA2 | mostr6 homologia total a la
PLAZ2 de abeja.

2.3 Género Millepora

Las especies del género Millepora son Cnidarios en forma de pdélipos coloniales,
pertenecientes a la clase Hydrozoa, los cuales producen esqueletos de carbonato de
calcio. Hasta ahora, se conocen 13 especies pertenecientes al género Millepora,
cuyas colonias se extienden por muchos metros formando un denso bosque de
arrecifes coralinos en aguas superficiales de mares tropicales alrededor del mundo.
De hecho, con excepcién de los corales escleratinios (clase Anthozoa), las especies
del genero Millepora son los Cnidarios mas importantes formadores de arrecifes
coralinos, y por lo tanto juegan un rol importante en la ecologia marina (Rojas y col,
2011).
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2.3.1 “Corales de fuego”

Millepora spp. (familia Milleporidae, clase Hydrozoa, Phylum Chnidaria) son
hidrocorales abundantes en aguas superficiales tropicales y subtropicales (Figura 5).
Estos organismos son llamados “corales de fuego” o corales urticantes, puesto que
el contacto con ellos causa dolor severo y una serie de erupciones en la piel y

ampollas (Sagi y col., 1987; Bianchini y col., 1988).

Existen reportes de que el contacto con las especies de Millepora puede causar falla
renal aguda, sindrome nefrético, y edema pulmonar. Los agentes causales de estas
condiciones son toxinas de naturaleza proteica contenidas en los nematocistos, los
cuales son organelos exclusivos de los Cnidarios, que estan involucrados en la
captura de presas y la defensa. Los nematocistos inyectan el veneno a través de
agujas o aguijones en respuesta a estimulos mecanicos o quimicos (Ilguchi y col.,
2008).

Figura 5. Izquierda) Millepora alcicornis, forma de cuerno de alce. Derecha)
Millepora complanata, forma de plato. Modificado de Garcia-Arredondo, 2011
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2.3.1.1 Estudios sobre Millepora

Existen algunos reportes relacionados con el aislamiento y la caracterizacion de
componentes toxicos de los extractos crudos de los corales de fuego. Por ejemplo,
se ha reportado que los extractos crudos de M. alcicornis (Wittle y col., 1971) y M.
tenera (Middlebrook y col., 1971) tienen propiedades hemoliticas y dermonecroticas
con actividad letal en ratones. En el caso particular de M. complanata, nuestro grupo
de trabajo encontré que el extracto acuoso preparado a partir de este hidrocoral
contiene una proteina de 30 kDa con efecto hemolitico y actividad de PLA2 y dos
proteinas de 15 y 17 kDa, respectivamente que inducen vasoconstriccion en aorta
aislada de rata (lbarra Alvarado y col., 2007). También se detectd la presencia de
proteinas con un rango de peso molecular de 17 a 44 kDa y péptidos pequefos de
menos de 1.8 kDa que estimulan las contracciones del ileon aislado de cobayo,
mediante un mecanismo que involucra la entrada de Ca®" al interior de la células del
musculo liso intestinal (Rojas y col., 2002). Adicionalmente, se encontré que el
extracto acuoso de M complanata, administrado por via intravenosa, induce
violentas convulsiones y la muerte en ratones en menos de un minuto, con una
dosis letal media (DLso) de 4.62 ug de proteina/g de peso. Se encontré también que
dosis menores a la DLsg produjeron dafios histopatolégicos en tejido pulmonar y
renal asociados con la presencia de citolisinas. El analisis cromatogréfico del
extracto acuoso de M. complanata permitid la purificacion de una proteina de 61
kDa con efecto vasoconstrictor. Adicionalmente, se detectd la presencia de
compuestos vasoconstrictores de naturaleza no proteica (Garcia-Arredondo y col.,
2015). Por otra parte, el extracto acuoso de M. alcicornis fue letal para los ratones
con una DLsp = 17 pg proteina/g e indujo dafios histopatologicos en rifiones, higado
y pulmones. Se evidencié también que este extracto contiene dos tipos de
hemolisinas, unas de éstas tienen pesos moleculares entre 28 y 30 kDa y poseen
actividad de PLA2. En tanto que otras, de aproximadamente 200 kDa, no presentan
actividad de PLA2 (Hernandez-Matehuala y col., 2015).

Finalmente, nuestro grupo de investigacion comparé las actividades de PLAZ2,
hemolitica y vasoconstrictora del extracto acuoso preparado a partir de
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especimenes de M complanata normales con los efectos provocados por el extracto
acuoso de hidrocorales que habian sido sometidos a un proceso de
“blanqueamiento” experimental. Los resultados indicaron que el blanqueamiento
disminuye pero no elimina las actividades de PLA2 y hemolitica. (Garcia-Arredondo
y col., 2011).

2.3.1.2 Millepora alcicornis

M. alcicornis es un hidrocoral que pertenece al orden Anthoathecata (Figura 6).
Habita los arrecifes de coral en la zona tropical del océano Atlantico, en el mar
Caribe y el golfo de México Muestra una gran variedad de morfologias, dependiendo
de su ubicacién. Se alimenta de plancton y obtiene una parte de sus necesidades
energéticas de algas simbiontes que se encuentran dentro de sus tejidos. Es un
miembro importante de la comunidad arrecifal y esta sujeto a las mismas amenazas

gue los demas corales (Obura y col., 2008).

M. alcicornis no es un coral verdadero de la clase Anthozoa, pues pertenece a la
clase Hydrozoa, y esta mas estrechamente relacionado con las medusas que con los
corales pétreos. La especie fue descrita por primera vez por Linnaeus en 1758. Su
nombre cientifico proviene del latin para Millepora que significa miles de poros y
alcicornis que significa cuernos de alce en referencia a su forma ramificada
(Boschma, 1948).

La morfologia de M. alcicornis es muy variada. La mayoria de las colonias
probablemente comiencen como formas incrustantes y adoptan una estructura
ramificada en la medida que crecen. Numerosos polipos microscopicos estan
incrustados en el esqueleto calcareo de Millepora. Se conectan internamente por
medio de un sistema de canales que estan ocultos detrds de los poros del
esqueleto, cuya superficie es suave. Tienen tres tipos de pélipos con funciones
especializadas: los gastrozoides procesan Yy digieren los alimentos capturados por
los dactilozoides que se agrupan en torno a ellos. Los dactilozoides tienen
tentaculos parecidos a los cabellos, cubiertos de cnidoblastos. Estos liberan

cnidocitos cuando las presas se encuentran muy cerca, las picaduras de los
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cnidocitos inmovilizan a la presa y los tentaculos las dirigen hacia la boca de un
gastrozoide adyacente, donde pasa a la cavidad gastrovascular para la digestion. Y
los polipos gonozoides, que se encargan de la reproduccion. Los polipos también
secretan carbonato, el material calcareo que forma el esqueleto (Lewis y col.,
1996).

Millepora alcicornis

Reino: Animalia
Phylum: Cnidaria
Clase: Hydrozoa
Subclase: Hydroidolina
Orden: Anthoathecata

Suborden: Capitata

Familia: Milleporidae
Género: Millepora
Especie: alcicornis

Figura 6. Clasificacion taxonémica de Millepora alcicornis. Modificado de Marine
Species Identification Portal
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2.3.2 Simbiontes del género Symbiodinium

Los corales e hidrocorales viven en simbiosis con algas fotosintéticas del género
Symbiodinium, conocidas comunmente como zooxantelas, y esta simbiosis
constituye la base del ecosistema de los arrecifes coralinos, proporcionando el
complejo marco estructural que soporta la increible biodiversidad de estos habitats
(Knowlton y col., 2010), el crecimiento del coral y la calcificacion. La evolucion de
esta asociacion les ha permitido a los corales e hidrocorales prosperar en ambientes
marinos oligotroficos tropicales, donde el alimento y los nutrientes son generalmente
escasos. Las algas, mediante la fotosintesis, proporcionan a los cnidarios una fuente
de energia metabdlica. La fotosintesis de los simbiontes, ademas promueve el
proceso de calcificacion, mediante el suministro de precursores de la matriz organica
del esqueleto y por el almacenamiento de protones, producido durante la
precipitacion del esqueleto de carbonato de calcio de los corales (Moya y col., 2006).
Las zooxantelas se alojan en la capa gastrodérmica de los cnidarios, en tanto que
las células del ectodermo estén involucradas en el intercambio de compuestos con el
ambiente externo y la formacion del esqueleto del coral. Los Symbiodinium son
adquiridos por las células gastrodermales del cnidario, via fagocitosis,
favoreciéndose la formacion de un compartimiento intracelular cerrado y delimitado
por una membrana, conocido como “simbiosoma” (Roth y col., 1988). El hospedero
proporciona la membrana que formard parte del simbiosoma, el cual es sufre un
proceso de maduracion y a su vez, el alga desarrolla un complejo membranal a
través del cual interactia con el hospedero. Debido a su localizacion intracelular, las
zooxantelas suministran carbono inorgénico disuelto y nutrientes para el crecimiento
de los cnidarios, todo esto transportado a través de multiples membranas que

permiten el intercambio (Barott y col., 2014).
2.3.2.1 Fendmeno de blangueamiento

Desde el punto de vista ecoldgico, los hidrocorales contribuyen con la estructura de
los arrecifes coralinos y proveen en sus ramas proteccion para otras especies. Las

colonias individuales de Millepora son de crecimiento rapido, las puntas blancas en
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sus ramas indican la presencia de pocas algas simbiontes, este fenbmeno es
conocido como “blanqueamiento” o expulsién de los simbiontes dinoflagelados
durante el estrés que causa la elevacion de la temperatura, lo cual ha comprometido
las poblaciones de hidrocorales durante los dultimos 30 afos, dejandolos
susceptibles. M. alcicornis y M. complanata fueron las primeras especies en exhibir

blanqgueamiento en la region del Caribe (Fitt., 20012).
2.3.2.2 Mecanismos de produccion del blanqueamiento

El fendmeno de blanqueamiento refiere la perdida del color generado por la
simbiosis entre las algas dinoflageladas del género Symbiodinium y los corales e
hidrocorales marinos. El blanqueamiento, generalmente produce la disminucién del
crecimiento y el incremento de la mortalidad de los cnidarios, ademas puede ser
considerado como una respuesta fisiologica deletérea o enfermedad. El fendmeno
de blanqueamiento comprende tres elementos principales: los factores externos o
detonadores, por ejemplo la elevada temperatura; los sintomas, que incluyen la
eliminacién de las células de las algas simbiontes y la pérdida del pigmento; y
finalmente, el mecanismo que genera el blanqueamiento, que da como resultado la
presentacion de los sintomas. El grado de blanqueamiento observado en diferentes
simbiosis y en respuesta a diferentes detonadores implica mecanismos que

actualmente no son completamente conocidos (Douglas, 2003).

El blanqueamiento se debe a que los habitats marinos costeros en particular estan
expuestos y parecen ser susceptibles a una amplia gama de alteraciones,
incluyendo tormentas, precipitacion y escorrentia terrestre, enfermedades, brotes
de equinodermos depredadores (Wilson, et al., 2006), contaminacion, estrés
antropogénico, erosion, sedimentacion, variacion de la salinidad, infecciones
bacterianas, exposicion durante la marea baja, radiacion solar (incluida la
radiacion ultravioleta) y la elevacion de la temperatura de la superficie del mar
debido al cambio climatico global, que es el mas importante factor entre todos (Ali
2009; Hume y col., 2013).
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2.3.2.3  Efectos del blanqueamiento sobre la actividad enzimética de citolisinas

Experimentos preliminares llevados a cabo por nuestro grupo de trabajo, sugieren
que la pérdida de algas fotosintéticas simbiontes provocada por un aumento en la
temperatura del agua de su ambiente no afecta la sintesis de citolisinas con
actividad de PLA2 en las especies de cnidarios M. complanata y M. alcicornis
(Garcia-Arredondo y col., 2011). Estos resultados sugieren que posiblemente estas
especies de cnidarios, que desde hace tiempo han sido expuestas a incrementos
térmicos provocados por el calentamiento global de la tierra, han empezado a
desarrollar mecanismos bioquimicos que les permiten adaptarse a las nuevas
condiciones ambientales de su entorno (Olguin, 2014). Sin embargo, este hecho

tiene que confirmarse y comprobarse con mas investigacion al respecto.
2.4 Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional en gel de poliacrilamida (2DE) es una técnica clasica
empleada para la separacion de proteinas. Fue en la década de 1970 cuando ésta
tuvo su aparicion, pero por mucho tiempo estuvo limitada en cuanto a sus
aplicaciones (Fountoulakis y col., 2000). La 2DE ha sido generalmente una
herramienta indispensable en todos los laboratorios para el analisis de
macromoléculas como las proteinas, polipéptidos y fragmentos de &cidos nucleicos
(Westermeier, 20014). Recientemente, la electroforesis bidimensional ha sido
mejorada con la implementacion de gradientes inmovilizados de pH y el desarrollo
de métodos analiticos capaces de identificar proteinas presentes en cantidades
verdaderamente bajas. La 2DE representa el nicleo metodolégico de las nuevas
tecnologias empleadas en protedmica. El objetivo de la protedmica es el analisis de
alta eficiencia del proteoma de organismos completos o tejidos. Para incrementar la
resolucién es necesario acoplar dos separaciones independientes (Rabilloud y col.,
2010). Este andlisis consiste en dos pasos: 1) la separacion de mezclas proteicas
por 2DE y 2) la identificacion de las proteinas separadas por técnicas analiticas,
como por ejemplo espectrometria de masas y analisis de la composicién de

aminoacidos. El proceso es facilitado ademas, por el uso de software altamente
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sofisticado y por el andlisis de imagenes. La 2DE por si misma involucra la
separacion de proteinas con base en diferencias en: a) su carga neta y b) su masa
molecular (Fountoulakis y col., 2000). Los diferentes criterios de separacion del
enfoque isoeléctrico y la SDS-PAGE se conjuntan en la electroforesis bidimensional
(Stryer, 2013).

2.4.1 Isoelectroenfoque (IEF)

Las proteinas pueden separarse electroforéticamente en base a sus contenidos
relativos de aminoacidos &cidos o basicos. El punto isoeléctrico (PI) de una proteina
se define como el pH en el que su carga neta es cero (Stryer, 2013); las cargas
acidas y basicas de las cadenas laterales de las proteinas estan en equilibrio y la
proteina ya no se desplaza en un campo eléctrico (Muller-Esterl, 2004). En este pH,
su movilidad electroforética es practicamente cero. Este método de separacion de
proteinas con base en las diferencias en sus puntos isoeléctricos se conoce como
“isoelectroenfoque”. El gradiente de pH se consigue sometiendo a electroforesis
previa una mezcla de poli-anfolitos con diferentes valores de PI. El Isoelectroenfoque
permite distinguir proteinas que difieren en su PI por tan solo 0.01, lo que significa
gue puede separar proteinas que difieran en una sola carga neta (Stryer, 2013).

2.4.2 Electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las moléculas con carga eléctrica se mueven por efecto de un campo eléctrico; este
fendmeno es conocido como electroforesis, el cual proporciona un procedimiento

potente para la separacion de proteinas y otras macromoléculas como DNA y RNA.

La separacion electroforética (Figura 7) se realiza sobre geles porosos que sirven
como un tamiz molecular que potencia la separaciéon. Las moléculas mas pequefias
gue los poros del gel se desplazan facilmente a través de él, mientras que las
moléculas mayores que los poros permanecen casi inmoviles. Las moléculas de
tamafio intermedio se desplazan a través del gel con diversos grados de dificultad. El
campo eléctrico se aplica de modo que las proteinas migren del electrodo negativo al

positivo, normalmente de arriba abajo (Haalem, 2008).
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Y G N v e mA v e

Figura?. Dispositivo de electroforesis en gel, normalmente se separan varias
muestras por electroforesis. Modificado de Stryer, 2013

La electroforesis se lleva a cabo en un bloque delgado, vertical de “poliacrilamida”,
éste se forma con la polimerizacion de acrilamida (Figura 8) con una pequefa
cantidad de agente entrecruzador metilenbisacrilamida en una reaccién iniciada con
N,N,N',N'-1,2-diamina tetrametil-etano y persulfato de amonio (Gelfi y col., 1999;
Bradley y col., 1989).

La mezcla de proteinas se disuelve primero en un medio con dodecilsulfato de sodio
(SDS), un detergente anidnico que rompe casi todas las interacciones no covalentes
en las proteinas nativas. También se afiade [3-mercaptoetanol para reducir los
puentes disulfuro. Los aniones de SDS se unen a la cadena principal de la proteina a

razon de un anion SDS por cada dos residuos de aminoacido (Tasheba, 1992).
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Figura 8. Reaccién de polimerizacion de la acrilamida y bis-acrilamida. Modificado
de Gelfiy col., 1999.

Este complejo de SDS con una proteina desnaturalizada tiene una gran carga
negativa, normalmente mucho mayor que la carga de la proteina nativa; la
contribucion de la proteina a la carga total del complejo SDS-proteina se vuelve de
esta forma insignificante (Figura 9). Como resultado, este complejo del SDS con la
proteina desnaturalizada tiene una carga negativa neta que es aproximadamente
proporcional a la masa de la proteina. Los complejos SDS-proteina se someten
entonces a electroforesis. Después de la electroforesis, las proteinas se pueden
visualizar en el gel tifiéndolas con plata o con un colorante como el azul de

Coomassie, que revelan una serie de bandas (Zehr y col., 1989).
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Figura 9. Desnaturalizacién de las proteinas mediante dodecil sulfato de sodio.
Por medio de la ordenacion de las moléculas de SDS alrededor de la cadena
polipeptidica se forma un complejo SDS-proteina con fuerte carga negativa.

2.4.3 Protedmica marina

La aplicacién de la proteGmica a las ciencias marinas ha incrementado en los ultimos
afos puesto que el proteoma representa la interface entre el genotipo y la
variabilidad del fenotipo. De tal manera que, las técnicas proteémicas constituyen
una excelente herramienta para detectar y analizar biomarcadores adecuados para
estudiar respuestas ecofisiolégicas y adaptaciones en los organismos.

Adicionalmente, estas técnicas posibilitan la obtencion de informacion importante
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con respecto a las rutas biosintéticas y los posibles de mecanismos de accioén de un

nuevo producto natural marino (Slattery y col., 2012).

La abundancia y diversidad de productos naturales marinos con actividad biolégica
constituye una oportunidad para el descubrimiento de nuevos farmacos.
Considerando que la biodiversidad marina es mucho mayor que la que se puede
encontrar en organismos terrestres; existen expectativas de que el descubrimiento
de nuevos productos naturales de origen marino aumentara en los afios que estan
por venir, con lo cual se prevé un aumento en el desarrollo de nuevos farmacos de
origen marino que posibiliten alternativas nuevas y mejores para el tratamiento de
las enfermedades (Slattery y col., 2012). En este contexto, es evidente que las
herramientas proteOmicas, entre las que se encuentran la electroforesis
bidimensional y la espectrometria de masas, representan una estrategia analitica
robusta para la investigacion fenotipica de organismos marinos de interés. Esas
herramientas permiten conocer informacién acerca de los patrones de expresion,
modificaciones post-traduccionales o mecanismos de interaccion proteica. Esta
informaciébn es extremadamente Util para la optimizacion de procesos
biotecnolégicos. Actualmente, las técnicas de protedmica de alto rendimiento han
sido recientemente acopladas a nuevas herramientas bioinformaticas, con lo que se
cuenta con estrategias mas poderosas para la identificacion y caracterizacién de
péptidos y proteinas, algunos de los cuales pueden representar prototipos
estructurales para el desarrollo de farmacos o de herramientas de investigacion
(Pifieiro y col., 2003).
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3. JUSTIFICACION

Los hidrocorales del género Millepora (Phylum Cnidaria; clase Hydrozoa) son
considerados como los segundos organismos principales implicados en la formacion
de arrecifes coralinos alrededor del mundo. Al igual que muchos organismos marinos,
el “coral de fuego” Millepora alcicornis constituye una fuente potencial valiosa de
nuevos compuestos bioactivos. Estudios realizados previamente por nuestro grupo
de investigacion han demostrado que M. alcicornis produce dos tipos de citolisinas
proteicas, unas con actividad de PLA2 y otras que son capaces de formar poros en
las membranas celulares. Sin embargo, a la fecha se desconoce la estructura
guimica de dichas citolisinas. Adicionalmente, durante los ultimos afios M. alcicornis,
al igual gue muchos Cnidarios formadores de arrecifes, se ha visto afectada por
episodios de “blanqueamiento” que implican el deterioro y susceptibilidad de los
arrecifes coralinos. En este contexto resulta muy importante abordar el estudio de las
toxinas producidas por M. alcicornis, mediante el empleo de disciplinas como la
protedbmica, no solamente porque este organismo constituye una fuente invaluable
de moléculas bioactivas que pudieran perderse, sino también para generar
informacion que pudiera contribuir a su preservacion. Especificamente, la presente
tesis tiene como objetivo principal estandarizar la técnica de electroforesis
bidimensional para la deteccidén de citolisinas con actividad de PLA2 producidas por
M. alcicornis. Esta técnica estandarizada permitira generar informacion inédita
acerca de la identidad de las toxinas producidas por las especies del género
Millepora, ya que a la fecha se desconoce en gran medida su estructura quimica y

se tiene poca informacion acerca de sus mecanismos de accion.
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4. HIPOTESIS

Es posible detectar, mediante las técnicas de zimografia y electroforesis
bidimensional, citolisinas con actividad de PLA2 producidas por el “coral de fuego” M.

alcicornis
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5. OBJETIVOS

a. General

Estandarizar y optimizar la técnica de electroforesis bidimensional para la deteccion

de citolisinas con actividad de PLA2 producidas por el “coral de fuego” M. alcicornis

b.

Especificos

Obtener los especimenes del hidrocoral M. alcicornis

Obtener el extracto acuoso del hidrocoral M. alcicornis

Determinar la actividad de PLA2 del extracto acuoso de M. alcicornis

Determinar el perfil electroforético del extracto acuoso de M. alcicornis

Detectar, mediante la técnica de zimografia, las proteinas con actividad de
PLAZ2 presentes en el extracto acuoso de M. alcicornis

Estandarizar y optimizar de la técnica de electroforesis bidimensional para la
deteccion de PLA2s

Determinar el IP y el PM de las PLA2s presentes en el extracto acuoso de M.

alcicornis
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6. METODOLOGIA

6.1 Recoleccion de los especimenes de M. alcicornis

Se recolectaron fragmentos del hidrocoral M. alcicornis por medio de inmersiones de
buceo de entre 4 y 10 metros de profundidad en arrecifes coralinos situados en el
Parque Nacional Arrecife de Puerto Morelos en Quintana Roo México. El trabajo de
recoleccion se llevd a cabo en octubre del 2013 por técnicos especializados de la
Estacion Puerto Morelos del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México. Después de la recoleccion, el material
se congeld y transporto al laboratorio de Investigacion Quimica y Farmacolégica de
Productos Naturales de nuestro grupo de investigacion en la Facultad de Quimica de
la Universidad Autbnoma de Querétaro.

6.2 Preparacion del extracto acuoso de M. alcicornis

Para la descarga de las toxinas provenientes de los nematocistos, los fragmentos del
hidrocoral fueron sometidos a agitacion en agua desionizada (pH 7) durante 18
horas a 4 °C. El sobrenadante que contenia las toxinas de interés, se liofilizo y se
almacendé a -20 °C. El polvo liofilizado se utiliz6 para los estudios posteriores
resuspendiéndose en agua destilada y centrifugandose a 2400 rpm durante 1 minuto
a temperatura ambiente y se determiné la concentracién de proteinas totales por el
meétodo de Bradford (Bradford, 1976).

6.3 Determinacion de la actividad de PLA2 del extracto acuoso de M. alcicornis

Se utilizé un ensayo de hemolisis indirecta para medir la actividad de PLA2 del
extracto de M. alcicornis (Campos y col., 2013). Se emple6 como sustrato a la
fosfatidilcolina presente en la yema de huevo, basandose en la capacidad que tienen
las PLA2 de hidrolizar este sustrato produciendo &cidos grasos libres vy
lisofosfolipidos, los cuales se acumulan en las membranas eritrocitarias favoreciendo
su ruptura, dando como resultado hemolisis. Dicho ensayo se realizd por triplicado

en microplacas de 96 pocillos; la mezcla de reaccion contenia 140 uL de Tris-HCI 50
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mM a pH 7.4 adicionado con 140 mM de NaCl y 2.5 mM de CaCl,, también se
adicionaron 20 uL de solucion de eritrocitos lavados al 1%, 20 uL de solucion de
yema de huevo al 6.4% y 20 uL del extracto con diferentes concentraciones de

proteina.
6.4 Determinacion del perfil electroforético del extracto acuoso de M. alcicornis

Se realiz6 el andlisis electroforético del extracto acuoso de M. alcicornis, utilizando
como soporte geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio en condiciones
desnaturalizantes y desnaturalizantes reductoras, segun la metodologia descrita
previamente (Schagger y Von-Jagow, 1987). Para la determinacion del perfil
electroforético se utilizaron geles de acrilamida al 18%, empleando como buffer de
corrida Tris-glicina. Dichos geles se corrieron durante 20 minutos a 120 V y
trasncurrido este tiempo, a 150 V durante 1.5 h. Para la visualizacion de las bandas,
se empled la técnica de tincion de Comassie y para la determinacion de los pesos
moleculares se utilizé un estandar pretefiido de amplio peso molecular (Presteined
SDS-PAGE Standars cat #161-0318).

6.5 Deteccion de las citolisinas con actividad de PLA2, mediante la técnica de

zimografia

Para la deteccion de las citolisinas con actividad de PLA2 presentes en el extracto
acuoso de M. alcicornis, se utilizd la técnica de zimografia en gel con algunas
modificaciones (Campos y col., 2013). Para este ensayo se emple6 un gel de
electroforesis y 135 pg de proteina, la concentracion de poliacrilamida al 18% y
como control positivo 5 ug de PLA2 de A mellifera. Las muestras fueron corridas en
condiciones desnaturalizantes no reductoras a una temperatura de 4 °C a un voltaje
de 120 V durante 20 minutos y posteriormente a 150 V durante 1.5 h. Posteriormente,
los geles se lavaron con solucién Tris-HCI 100 mM a pH 7.4 y después, se incubaron
durante 5 horas en contacto con otro gel de agarosa al 2% preparado con solucion
de Tris—HCI (50 mM) a un pH 7.4, adicionada con NaCl (140 mM), CaCl, (2.5 mM) y

6% de yema de huevo. Este procedimiento se realizé por duplicado, incubando un
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zimograma a 37 °C y el segundo a 25 °C. La aparicion de zonas claras en el gel que
contenia el sustrato indicé la actividad de PLAZ2.

6.6 Estandarizacion y optimizacion la técnica de electroforesis bidimensional
para la deteccidon de citolisinas con actividad de PLA2 presentes en el extracto

acuoso de M. alcicornis

Para estandarizar la técnica de electroforesis bidimensional para la deteccion de
citolisinas con actividad de PLA2 presentes en el extracto acuoso de M. alcicornis,
se utilizaron 450 pg de proteina total. El extracto se limpid, empleando el kit de
limpieza “Readyprep 2D clean up Kit” (cat. # 163-2130), se utilizaron tiras IPG de 11
cm con un rango de pH lineal de 3-10 (cat. # 163-2000). La muestra limpia del
extracto acuoso de M. alcicornis se diluyd en 125 pl del buffer “Radyprep
Rehidratation/simple buffer” (cat. # 163-2105), se aplico en las tiras IPG y se sometid
a un corrimiento en una camara de Isoelectroenfoque “Protean i12 |IEF system” (cat.
# 164-6000) con rehidratacion activa durante 12 horas, empleando una corriente de
100 V. Posteriormente, se sometidé a Isoelectroenfoque automatico con cuatro pasos:
1) 250 V de forma lineal durante 20 minutos con una corriente maxima de 50 YA, 2)
8000 V de forma lineal durante 2.5 horas con una corriente maxima de 50 pA, 3)
8000 V de forma rapida con una corriente maxima de 50 YA hasta alcanzar 20,000
V/hora 'y 4) 750 V en Hold. Una vez terminado el enfoque isoeléctrico, las tiras que
contenian la muestra se lavaron y se equilibraron, empleando buffers de equilibrio
“Equilibration buffer | y II” (cat. # 163-2105). Las tiras se colocaron en geles precast
de poli-acrilamida al 18% en su versién “stainfree”. Después, las tiras se corrieron en
una camara “Criterion” a 150 V durante aproximadamente 1.5 horas. La visualizaciéon
de los “spots” o bandas que correspondian a las diferentes proteinas contenidas en
el extracto acuoso de M. alcicornis se realiz6 empleando el sistema para captura de

imagenes “ChemiDoc MP” asistido por el software “Imagelab”.
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6.7 Determinacion del peso molecular y el punto isoeléctrico de las PLA2s

detectadas en el extracto acuoso de M. alcicornis

Se seleccionaron aquellas bandas, cuya actividad de PLA2 fue evidenciada
previamente, mediante la técnica de zimografia. Sus respectivos puntos isoeléctricos
y pesos moleculares se determinaron, de acuerdo a sus desplazamientos en la tira

IPG y en el gel de electroforesis.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Los hidrocorales del género Millepora (Phylum Cnidaria) ademés de ser importantes
formadores de arrecifes coralinos alrededor del mundo, constituyen una fuente
importante de moléculas bioactivas. En el caribe mexicano se encuentran
ampliamente distribuidas poblaciones de M. alcicornis (Lewis., 2006).
Investigaciones bioquimicas y toxinoldgicas realizadas previamente, por nuestro
grupo de trabajo y por otros investigadores, sobre Cnidarios del género Millepora,
demuestran que sus toxinas son principalmente de naturaleza proteica. En este
estudio se estandarizaron, por primera vez, las condiciones para el empleo de la
técnica de electroforesis bidimensional en la deteccion de citolisinas con actividad de

PLAZ2 producidas por el “coral de fuego” M. alcicornis.
7.1 Determinacion de proteinas totales en el extracto acuoso de M. alcicornis

Mediante el método de Bradford se determind que el extracto acuoso de M.
alcicornis contenia 45 pg de proteinas totales/ mg de extracto liofilizado.

7.2 Determinacion de la actividad de PLA2 del extracto acuoso de M. alcicornis

Para la determinacion de la actividad de PLA2 del extracto acuoso de M. alcicornis,
se realizd el ensayo de hemdlisis indirecta; el cual se basa en la capacidad que
tienen las PLA2 de degradar la fosfatidilcolina contenida en la yema de huevo,
generando acidos grasos libres y lisofosfolipidos. Estos ultimos se acumulan en las
membranas de los eritrocitos, provocando su ruptura, lo cual se refleja en una
disminucion de la absorbancia en la mezcla de reaccion. Los resultados obtenidos a
partir de esta evaluacién muestran que el extracto acuoso de M. alcicornis provoca
una degradacion, dependiente de la concentracion, de la fosfatidilcolina presente en
la yema de huevo (Figura 10). Estos resultados indican la presencia de toxinas con

actividad de PLA2 en el extracto acuoso de este hidrocoral.
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Figura 10. Determinacion de la actividad de PLA2 del extracto acuoso de M.

alcicornis.

7.3 Determinacion del perfil electroforético del extracto acuoso de M. alcicornis

En la Figura 11 se muestra el perfil electroforético obtenido al correr el extracto
acuoso de M. alcicornis, sometido a diferentes condiciones, en un gel de
electroforesis unidimensional. El gel de electroforesis muestra en el carril A, el
marcador de amplio peso molecular. En el carril B, correspondiente al extracto
sometido a condiciones desnaturalizantes, se pueden observar bandas que
pertenecen a proteinas, cuyo peso molecular abarca un rango desde 6 hasta 205
kDa. Destacan particularmente bandas con pesos moleculares de aproximadamente
205, 47, 34, 27, 17 y 10 kDa. Tras someter el extracto acuoso de M. alcicornis a
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condiciones desnaturalizantes y reductoras (carril C), la desaparicion de las bandas
cercanas a los 205 kDa, sugiere que dichas bandas podrian corresponder a
proteinas poliméricas, no obstante, bajo estas condiciones se conservan las bandas
menores a 34 kDa. Con la finalidad de eliminar interferencias para la estandarizacion
de la técnica de electroforesis bidimensional, el extracto fue sometido a un protocolo
de limpieza (carril D), lo cual tuvo como resultado la pérdida de las 3 bandas
cercanas a los 205 kDa pero un corrimiento muy similar al de las condiciones

desnaturalizantes.

KDa

205.74

113.19
79.69

47.01

34.1

27.01

17.55

6.08

Figura 11. Perfil electroforetico del extracto acuoso de M. alcicornis
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7.4 Deteccion de las toxinas con actividad de PLA2, mediante la técnica de

zimografia

Con la finalidad de detectar las citolisinas con actividad de PLA2 presentes en el
extracto acuoso de M. alcicornis, se empleo la técnica de zimografia en gel utilizando
como sustrato la fosfatidilcolina presente en la yema de huevo y como control
positivo PLA2 de Apis mellifera. Los resultados obtenidos a partir del analisis por
zimografia mostraron que el extracto contenia citolisinas de aproximadamente 17
kDa, cuya actividad de PLA2 se presentdé a una temperatura de 25 °C.
Adicionalmente, cuando la zimografia se sometié a una temperatura de 37 °C, se
detectaron PLA2s cuyo rango de pesos moleculares se encontraba entre 27 y 34
kDa. Es importante mencionar que estas Ultimas citolisinas indujeron un efecto

enzimatico mas evidente en la zimografia (Figura 12).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que M. alcicornis produce
citolisinas con actividad de PLA2 similares, por lo menos en el peso molecular, a las
citolisinas detectadas en el hidrocoral M. platyohylla, la cual produce una PLA2 de
32.5 kDa (Radwan., 2004) y M. complanata que sintetiza una hemolisina con
actividad de PLA2 de 30 kDa (Ibarra-Alvarado., 2007). En el caso de la presente
investigacion, ademas se detectd, por primera vez, una PLA2 producida por un

organismo del género Millepora, cuyo peso molecular aproximado es de 17 kDa.
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Figura 12. Zimograma para la deteccion de citolisinas con actividad de PLA2 en el
extracto acuoso de M. alcicornis. A) Zimografia realizada a 25 °C: marcador de peso
molecular (carril 1); extracto acuoso de M. alcicornis (carril 2); PLA2 de Apis mellifera
(carril 3). B) Zimografia realizada a 37 °C: extracto acuoso de M. alcicornis (carril 4);

PLA2 de A. mellifera (carril 5).
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7.5 Estandarizacién y optimizacion la técnica de electroforesis bidimensional para la
deteccidn de citolisinas con actividad de PLA2 presentes en el extracto acuoso de M.

alcicornis

Las condiciones estandarizadas para el corrimiento del Isoelectroenfoque (IEF) en el
dispositivo Bio-rad i12 se muestran en el Cuadro 2. A fin de eliminar la presencia de
sales en el extracto acuoso de M. alcicornis, se determinG que era necesario
emplear un proceso de rehidratacion activa de la tira IPG (pH 3-10 de 11 cm) y
utilizar un voltaje de 100 V. Los pasos de isoelectroenfoque 1 y 2 se corrieron a 250
V durante 20 minutos y 8000 V durante 2.5 horas, respectivamente y ambos con un
gradiente lineal, el cual es recomendado para mezclas que contienen péptidos y
proteinas con distintos PI. El paso de isoelectroenfoque 3 se corrié a 8000 V con un
gradiente rdpido hasta aplicar 20000 V/hora, con la finalidad de separar mejor
aquellas proteinas con Pl muy cercanos entre si. Finalmente, en el paso 4, se
mantuvieron 750 V en la modalidad “Hold”. La corriente maxima aplicada en todos
los pasos del isoelectroenfoque no sobrepaso los 50 YA, con objeto de no poner en
riesgo la integridad de la tira IPG.

Cuadro 2. Condiciones estandarizadas para el corrimiento del extracto acuoso de M.
alcicornis en un dispositivo de IEF Bio-rad i12 con una tira IPG pH 3-10 lineal de 11

cm
Paso Voltaje (V) Gradiente Corriente (UA) Tiempo Unidad
Rehidratacion 100 | - | e 12:00 HH:MM
Activa
1 250 Lineal 50 0:20 HH:MM
2 8000 Lineal 50 2:30 HH:MM
3 8000 Rapido 50 20000 Volt Hr
4 750 Hold 50
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El comportamiento del voltaje durante el isoelectroenfoque se muestra en la Figura
13. Durante el paso 1, se suministré6 un voltaje de 250 V para que algunos iones
salieran de la tira y no interfirieran en el corrimiento de las proteinas contenidas en el
extracto acuoso de M. alcicornis. En el transcurso del paso 2, el gradiente lineal fue
programado hasta los 8000 V, no obstante, dadas las condiciones propias de la
muestra, el maximo voltaje registrado alcanz6 los 6000 V. Durante el paso 3, se
siguieron suministrando 8000 V, sin embargo, el voltaje se mantuvo en 6000 V. En
este punto es importante mencionar que cuando se emplean tiras de 11 cm es
recomendable que, durante el paso 3, se alcancen los 8000 V. En el caso de nuestro
experimento, a pesar de no haberse alcanzado el voltaje recomendado, el
isoelectroenfoque fue satisfactorio. Finalmente, a fin de evitar que las proteinas
difundieran a través de la tira, una vez terminado el isoelectroenfoque, se aplico el

paso 4 con un voltaje de 750 V que se mantuvo constante.

Voltaje (V)

6000
5500
5000
4500

Tiempo (h)

Figura 13. Comportamiento del voltaje durante el IEF.
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Por otra parte, los resultados de la corriente eléctrica obtenida con las condiciones
estandarizadas para el protocolo de corrimiento del extracto acuoso de M. alcicornis
muestran que, a partir del paso de isoelectroenfoque 3, la corriente se mantuvo
constante en 50 pA (Figura 14). Es recomendable, para cualquier tira IPG, que la
corriente se mantenga por debajo de dicho valor, ya que a valores mayores a 50 pA
es posible que se dafie o altere la composicion de la tira IPG. En el caso del
presente estudio, el hecho de no poder obtener valores de corriente menores a 50
MA, indicaron que la muestra, al ser de origen marino, aun después de someterse a
un proceso de limpieza, rehidratacion activa y el paso 1 del isoelectroenfoque,
todavia contenia sales que no pudieron eliminarse y que impidieron que se pudieran

alcanzar menores valores de corriente.

Corriente (UA)

50
45
40
35
30
25
20
15
10

5

Tiempo (h)

Figura 14. Comportamiento de la corriente eléctrica durante el IEF.
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Al término del isoelectroenfoque, la tira IPG (pH 3-10 lineal) fue lavada y equilibrada
10 minutos con 4 ml de la solucion de equilibrio | y posteriormente, 10 minutos con 4
ml de la solucion de equilibrio Il. Para el corrimiento de la electroforesis en segunda
dimension, se utilizd un gel de poli-acrilamida Criterion precast TGX al 18 % en la
modalidad stainfree en una cdmara Criterion, empleando como buffer de corrida Tris-
glicina. Se determiné que las condiciones Optimas para el corrimiento de la
electroforesis bidimensional eran aplicar un voltaje de 150 V durante 1.5 horas
(Cuadro 3). Una vez finalizada la corrida de la muestra en la electroforesis
bidimensional, la deteccion de las manchas o los spots se realizdé, empleando un
foto-documentador ChemiDoc MP, usando el protocolo de visualizacion de proteinas

en modo “stainfree”.

Cuadro 3. Condiciones estandarizadas para la electroforesis en segunda dimension.

Gel Gel Criterion Precast TGX stain free 18 %

Camara de electroforesis | Criterion

Condiciones de corrida 150 Volts durante 1.5 h

Andlisis de imagenes ChemiDoc MP asistido por Imagelab

En la Figura 15 se muestra el corrimiento de las proteinas del extracto acuoso de M.
alcicornis, empleando las condiciones que se estandarizaron en el presente trabajo
para el isoelectroenfoque y la electroforesis en segunda dimension. Mediante el
empleo de las condiciones estandarizadas, fue posible detectar, por electroforesis
bidimensional, la presencia de 84 spots proteicos en el extracto acuoso de M.

alcicornis (Figura 16).

44



Para realizar el conteo de los spots, se empled el software Imagelab y a cada spot
detectado se le asignoé la letra U y un niumero. Los spots que fueron identificados
como posibles citolisinas con actividad de PLA2 se enlistan en el Cuadro 4. Para la
deteccion de estas citolisinas, presentes en el extracto acuoso de M. alcicornis, se
seleccionaron aquellos spots o puntos, cuyos pesos moleculares correspondian a los
de las bandas que presentaron actividad enzimatica de PLA2 en la zimografia, es
decir, los spots con pesos moleculares aproximados de 17 kDa y 27-34 kDa. Los
valores de los puntos isoeléctricos de las proteinas detectadas en los rangos de

pesos moleculares seleccionados, se encontraban entre 7 y 8.
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Figura 15. Gel de electroforesis bidimensional del extracto acuoso de M. alcicornis.
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kDa 10 9 8 7 6 5 4 3

Figura 16. Numero de spots proteicos detectados en el extracto acuoso de M.

alcicornis.

Cuadro 4. Posibles citolisinas con actividad de PLA2 detectadas en el extracto

acuoso de M. alcicornis.

Posibles citolisinas con actividad
de PLA2 con peso molecular
aproximado de 17 kDa

NUumero Spot Pl
1 u24 8.5
2 U26 7.6
3 u28 7.9
4 uU33 35
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5 us2 6.7
6 u54 7.0
7 u78 8.1

Posibles citolisinas con actividad
de PLA2 con un rango de pesos
moleculares entre 27 y 34 kDa

NUmero Spot Pl
1 ule6 7.7
2 u20 6.9
3 u21 6.6
4 U3l 3.4
5 u42 7.3
6 u43 7.0
7 u44 5.9
8 u45 55
9 U56 8.0
10 us7 7.5
11 u58 7.5
12 U59 1.7
13 u80 4.5
14 u83 4.5
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Las areas empleadas para la deteccién de los spots en el gel de electroforesis
bidimensional se muestran en la Figura 17. En dichas secciones del gel, se pudieron
ubicar aquellos spots que pudieran corresponder a las citolisinas con actividad de
PLA2, sin embargo, en este punto del trabajo no es posible definir con exactitud,
cuales spots efectivamente pertenecen a las citolisinas de interés. Para lograr la
identificacion inequivoca de estas toxinas, sera necesario cortar dichos spots, a
partir del gel de electroforesis bidimensional, y analizarlos, mediante cromatografia
de liquidos acoplada a espectrometria de masas, para lograr su caracterizacion

estructural.

kDa 10 9 8 7 6 5 4 3

205.74
113.19
79.69

47.01

34.1

27.01

17.55

6.08

Figura 17. Areas de identificacion de los spots correspondientes a los pesos
moleculares de las bandas con actividad de PLA2
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En el presente trabajo se encontré6 que, tras someter el extracto acuoso de M.
alcicornis a electroforesis bidimensional, fue posible detectar la presencia de 84
spots proteicos. Este constituye el primer reporte del perfil proteébmico del extracto
acuoso de M. alcicornis. Como resultado de este analisis protedémico, fue posible
determinar que el extracto de este hidrocoral contiene proteinas con un amplio rango
de pesos moleculares, que se encuentran entre 6 y 113 kDa y puntos isoeléctricos
con valores entre 3 y 10. Es muy factible que varias de las proteinas y péptidos
detectados, correspondan a toxinas producidas por este Cnidario como mecanismo
de defensa y depredacion. En este sentido, se ha estimado que los venenos de los
Cnidarios estan constituidos por una amplia variedad de hasta 250 compuestos de

naturaleza proteica (Frazao y col., 2012).

Con relacion a los valores de los puntos isoeléctricos determinados para las
proteinas y péptidos contenidos en el extracto acuoso de M. alcicornis, la mayoria de
estos valores oscilan entre 6 y 8. Esto contrasta con lo reportado acerca de una
citolisina con actividad de PLA2 producida por la anémona Aiptasia pallina y para
una toxina formadora de poro producida por Urticina psicivora, cuyos puntos
isoeléctricos son mayores a 8.8 y con pesos moleculares entre 30 y 45 KDa.
(Anderluh y col., 2002).

Las posibles toxinas con actividad de PLA2 detectadas, mediante la técnica de
electroforesis bidimensional, que presentaron un peso molecular aproximado de 17
kDa muestran puntos isoeléctricos cercanos a 8. Mientras que aquellas, cuyos pesos
moleculares tenian un rango entre 27 y 34 kDa, poseian valores de Pl cercanos a 7.
La PLA2 aislada de A. pallida tiene dos isoformas, con pesos moleculares de 43 y 45

kDa y un punto isoeléctrico de 8.8 (Grotendorst y col., 1999).

Las toxinas con actividad de PLA2 son componentes principales del arsenal de
toxinas contenidas en los nematocistos de los Cnidarios, sin embargo, su estructura
guimica es a la fecha desconocida. Por lo que esta representa un area de

investigacion que merece ser explorada.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo se logré la estandarizacion de la técnica de electroforesis
bidimensional para detectar la presencia de citolisinas con actividad de PLA2

contenidas en el extracto acuoso de M. alcicornis.

Se reporta por primera vez el perfil prote6mico del extracto acuoso de M.
alcicornis, el cual pone en evidencia la compleja mezcla de péptidos y proteinas
de diversos pesos moleculares que podrian estar involucradas en los

mecanismos de defensa y sobrevivencia de estos organismos marinos.

Mediante la técnica de zimografia en gel, se detectd la presencia de citolisinas
con peso molecular aproximado de 17 kDa, cuya actividad enzimatica se
presenta a 25 °C. Adicionalmente, se detectaron PLA2 con pesos moleculares

de entre 27 y 34 kDa, que son activas a 37 °C.

El analisis del extracto acuoso de M. alcicornis, mediante la técnica de
electroforesis bidimensional, indica la presencia de 84 “spots” proteicos, de los
cuales 7 podrian representar PLA2 con pesos moleculares de 17 kDay 17 PLA2
con pesos moleculares entre 27 y 34 KDa. Los puntos isoeléctricos de dichas

proteinas tienen valores entre 7 y 8.

Gracias al desarrollo de este trabajo se detectaron “spots” proteicos, varios de
los cuales seguramente son citolisinas con actividad de PLA2. En trabajos
futuros, dichos “spots” pueden ser cortados a partir del gel de electroforesis
bidimensional, para ser analizados, mediante técnicas de secuenciacion, a fin de

conocer su estructura quimica.
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