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RESUMEN

El phylum Cnidaria comprende organismos marinos fundamentales en la formacion
de arrecifes, como los hidrocorales del género Millepora, conocidos como “corales
de fuego” debido a sus toxinas que provocan lesiones similares a quemaduras. Estos
componentes, principalmente las toxinas formadoras de poros (TFP), poseen un
potencial aplicativo en diversos campos. No obstante, ain no hay suficiente
informacion sobre su estructura quimica o su mecanismo de accion. Recientemente,
nuestro grupo detrabajo logré obtener de forma recombinante una TFP del tipo
hidralisina del coral defuego M. alcicornis, utilizando como sistema de expresion la
cepa de E. coli C41 (DE3). Desafortunadamente, el proceso de purificacion de dicha
toxina no fue eficiente. Debido a esto, el presente trabajo de tesis tuvo por objetivo
purificar la TFPrecombinante mediante cromatografia liquida rapida de proteinas
(FPLC), utilizandouna columna de intercambio iénico; como resultado se obtuvieron
8 fracciones, las cuales fueron analizadas mediante electroforesis unidimensional
SDS-PAGE. Se encontr6 que lasfracciones 7 y 8 contenian un par de bandas que se
encontraban en un rango de peso molecular entre 25 y 30 kDa, que corresponde al
peso molecular de las las TFPs de tipo hidralisina. El rango de peso molecular de las
fracciones purificadas sugirié que la proteina recombinante contenia mas de una
etiqueta de afinidad de polihistidina, lo cual impide una union especifica con una
resina de afinidad. Los resultados derivados del presente trabajo de tesis indicaron
que el empleo de la cromatografia de intercambio iGnico propuesta permitié aislar la
rTFP de tipo hidralisina.



ANTECEDENTES

.1 Phylum Cnidaria

Este Phylum comprende mas de 13,000 especies vivas de animales, como corales,
anémonas, abanicos de mar, plumas de mar, medusas e hidroides (Guirola-Fuentes
y col., 2021). Los cnidarios se subdividen taxonémicamente en aproximadamente 7
clases y 25 o6rdenes que exhiben diversas adaptaciones con respecto a su
morfologia, reproduccién y ecologia; tienen formas corporales simplesy poseen una
caracteristica evolutiva distintiva, la cual es, la presencia de células punzantes o
cnidocitos. Estas células son las encargadas del almacenamiento y liberacion del
veneno de estos animales. (Park y col., 2012).

Entre los Metazoos, los cnidarios fueron los primeros que evolucionaron y
presentaron un plano corporal bien definido, que incluye un eje corporal, sistema
nervioso y diferenciacion de capas de tejido, ectodermo y endodermo (Ver Figura 1).
Estas capas de tejido se derivan de un linaje especial de células epiteliales del
endodermo y del ectodermo; cuentan con un tercer linaje de células, el intersticial, el
cual da lugar a la formacion de las neuronas, el cnidoma, las células glandulares y
los gametos. En el caso de las células intersticiales, estas son totipotentes y la funcion
de sus derivados esta dada por su posicion relativa dentro del animal. Todos los
cnidarios presentan dos capas celulares de tejido; ectodermo y endodermo,
conectadas entre si por unatercera capa de tejido conectivo desprovisto de células
(mesoglea) (Santodomingo y col., 2010).

El ectodermo es una capa externa que contiene células epiteliales de distintos tipos
(soporte y sensoriales), vacuolas mucosas y baterias de nematocistos. En esta capa
se pueden diferenciar dos zonas: el margeny el calicoblasto. El margen es una capa
de tejido blando que se encuentra en los poélipos solitarios y esta directamente en
contacto con el agua. En el caso de los pélipos coloniales, la zona del margen es

continua entre pdélipos y se denomina coenosarco. El calicoblasto es la capa inferior



gue esta directamente en contacto con el exoesqueleto (Santodomingo y col., 2010).

Por otro lado, el endodermo es una capa de epitelio que se encuentra en la columna,
tentaculos, disco oral, estomodeo y en el ceonosarco de los corales azoxantelados.
Esta capa recubre toda la cavidad gastrovascular (mucosas y granulares),
nematocistos, amebocitos, zooxantelas (algas simbiontes de la familia
Symbiodiniaceae), plexos nerviosos y paquetes musculares. En el caso de los
corales sin zooxantelas, las células del epitelio presentan procesos filamentosos que
se insertan en la mesoglea (capa fina y homogénea de fibras de colageno); mientras
gue en los corales zooxantelados, existe un espacio libre entre el endodermo y la
mesoglea, que es posteriormente ocupado por las zooxantelas (Santodomingo y col.,
2010).
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Figura 1. Representacion esquematica de la morfologia de los cnidarios
(Modificado de Gili, y col., 2022).

Ciertas especies de cnidarios se alimentan de desechos (carrofia) o también pueden

obtener nutrientes por via intracelular con algas fotosintéticas de la familia



Symbiodiniaceae (Fautin, 2002). Los corales y las zooxantelas constituyen el
ecosistema marino mas importante y productivo del mundo, ya que desempefian un
papel primordial en las redes alimentarias del ambiente oceanico (Ramos, 2022).Las
algas unicelulares de la familia Symbiodiniaceae que establecen simbiosis con los
cnidarios habitan en interior de la epidermis de sus hospedantes (Lazcano-Pérez y
col., 2020).

Las algas, se alimentan por medio de la fotosintesis, por este mismo mecanismo le
brindan al cnidario cerca del 95 % de sus productos fotosintéticos. A cambio, los
cnidarios le proporcionan un refugio contra los herbivoros y les permiten el acceso a
productos metabolicos de desecho (nitrégeno inorganico, fosforo y CO2) empleados

para realizar la fotosintesis (Venn y col., 2006; Yellowlees y col., 2008).

Los arrecifes coralinos estan siendo afectados por factores derivados del cambio
climatico, entre los que destacan el calentamiento global y la acidificacion de los
océanos (Lesser, 2011; Neal y col., 2017). Esto provoca un fenédmeno conocido como
blanqueamiento, el cual ocurre cuando la simbiosis cnidario-Symbiodiniaceae sufre
un desequilibrio, causado por una baja en la poblacién de simbiontes o por reduccion

en los pigmentos fotosintéticos (Ainsworth-Brown, 2021).

En cuanto a la clasificacion de los Cnidarios, estos organismos son clasificados
filogenéticamente en dos grandes Subphyla: Anthozoa (anémonas de mar, corales 'y
plumas de mar) y Medusozoa (medusas, avispas marinas e hidras) (Daly y col., 2007,
Stabili y col., 2018). Actualmente, se ha comprobado la existencia de una clase de
animales parasitos microscopicos, denominados como mixozoos, que se han
clasificado dentro del Phylum Cnidaria como otro Subphylum llamado Endocnidozoa
(Changy col., 2015). El Phylum Cnidaria ha sido objeto de innumerables estudios que
han puesto en evidencia que la clasificacion taxonomica tradicional (basada en
morfologia) no es la mas adecuada y tiene varios inconvenientes. La nueva
clasificacion de estos organismos contempla la informacion molecular y morfologica

para una mejor categorizacion (Budd y col., 2012). El Subphylum Anthozoa esta
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compuesto por todos los organismos de la clase Anthozoa, que, a su vez, esta
dividida en las subclases Hexacoralia y Octocoralia. Mientras que el Subphylum
Medusozoa comprende las clases: Staurozoa, Cubozoa, Scyphozoa, Hydrozoa y

Polipozoa (Ver Figura 2) (Kayal y col., 2013).

Subclase: Octocorallia (corales blandos,

corales marnos, corales azules)
Subphylum: Clase:
Anthozoa )
Anthozoa | subclase: Hexacorallia (anémonas de mar,

corales, zoantidos)

Phylurm
Cnidaria Clase: Hydrozoa (Hidroides,

Sifondforos)

Clase: Cubozoa (Medusa en
Subphylum: T 1 | | caja)
Medusozoa

{ Clase: Scyphozoa (Medusa)

Clase: Staurozoa (Medusa
acechada)

Clase: Polipozoa

Subphylum: | Clase: Meduzosoa
Endocnidozoa | (Parasitos)

Figura 2. Arbol filogenético simplificado del phylum Cnidaria (Modificado de
Chang; y col; 2015).

[.1.1 Subfilo Anthozoa

En el subfilo Anthozoa, se encuentran los organismos de la clase Anthozoa (Guirola-
Fuentes y col., 2021). La subclase Octocorallia (Alcyonaria), incluye alrededorde 3000
especies, casi todas coloniales y algunas formadoras de exoesqueleto calcareo. Las
formas de pdlipo contienen ocho tentaculos y ocho mesenterios. La presencia de
pinulas (extensiones laterales) a nivel de los tentaculos, es otro rasgo que los

distingue de otros taxones. Entre los representantes de esta subclase se encuentran
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los corales blandos, el coral rojo y la pluma de mar, entre otros (Guirola-Fuentes y
col., 2021).

La subclase Hexacorallia, se encuentra conformada por alrededor de 4300 especies,
con exoesqueletos (corales) o sin ellos (anémonas) (Ver Figura 3 y 4). Estas
presentan formas de vida,tanto coloniales, como solitarias y la mayoria de los
representantes del grupomuestran simetria hexamera (de alli deriva su nombre). Sus
polipos suelen ser masvariados que los de la subclase Octocorallia. Dentro de este
grupo se encuentran lasanémonas marinas y madréporas, las cuales se conocen por
ser formadoras de barreras de coral y atolones. Todos los miembros de la subclase
Hexacorallia poseenespirocistos, un tipo de cnidocisto, con una cpsula de pared
muy fina y un gancho superenrollado, que le permite atrapar y sujetar a sus presas

(Guirola-Fuentes y col., 2021).

Figura 3. Hexacoralarios: a) Cerianthus sp., b) Balanophyllia sp., ¢) Parazoanthus
axinellae, d) Leptosammia pruvoti y e) Cladocora caespitosa (Modificado de Gili y
col., 2022).



Figura 4. Coral rojo (Corallium rubrum) (Modificado de Gili y col., 2022).

[.1.2 Subfilo Endocnidozoa

Los endocnidozoos (Myxozoa) son endoparasitos microscopicamente pequefios(10—
300 um de largo) (Ver Figura 5), que a menudo parasitan a los peces, lo que los
convierte enuna carga econémica grave para la acuicultura. Estos parasitos son muy
reducidos,a menudo carecen de érganos y tejidos como la boca, el intestino, los
musculos o elsistema nervioso. Sin embargo, en algunas etapas de la vida de los
endocnidozoos, se pudo observar un sistema nervioso, como en Polypodium

hydriforme (Koch y col., 2021).

Figura 5. Polypodium hydriforme (Modificado de Raikova, y col., 2016).



La clase Myxozoa comprende mas de 2000 especies de parasitos microscopicos
obligados que se albergan en hospedantes, tanto invertebrados como vertebrados.
como parte de su ciclo de vida. La gran mayoria de las especies de mixozoos alternan
entre peces y hospedantes anélidos. Myxobolus cerebralis, es el agente causante de
la enfermedad del torbellino en la trucha arcoiris. En este caso, el hospedante es un
anélido del género Tubifex, el cual alberga al cnidario que produce actinoporas
infeccionas que al liberarlas se anclan al pez, inyectando el esporoplasma en el
tejido. Las mixosporas infecciosas se desarrollan dentro de los peces y finalmente
son ingeridas por el anélido donde se convierten en una actinospora, completando

asi el ciclo de vida del parasito (Chang y col., 2015).

[.1.3 Subfilo Medusozoa

El subfilo Meduzosoa, se compone de varias clases que son: Cubozoa, Scyphozoa,
Hydrozoa, Staurozoa y Polipozoa. Especificamente, los Cubozoos, son un grupo
distintivo, por su forma tan particular y por su picadura, la cual es un peligro para el
ser humano. Entre estas, es notoria la avispa de mar australiana (Chironex fleckeri),
debido a que es la causante de un numero importante de muertes, es considerada la
especie mas peligrosa y letal del mundo; cuya toxina puede ser fatal, existen otras
cubomedusas igualmente muy téxicas, entre las que se encuentra la especie
Irukandji, es una de las cuatro especies del género Malo, la Malo kingi tiene uno de
los venenos mas potentes del mundo, y su tamafio no es mas grande que un pulgar;
y otra medusa, perteneciente a este género es la Carukia barnesi también es
altamente venenosa y habita en los mares de Australia(Gili J, M; y col; 2022).

Las especies de la superclase Cubozoa tienen la caracteristica de estar divididas de
forma tetramerica, esto ocasiona la separacion del celenterén en cuatro bolsas.
Presentan cuatro ropalias sensoriales perradiales con ojos y ocelos, cuerpos vitreos,

lentes y retinas, ademas de estatocistos (Ver Figura 6) (Gili y col., 2022).



manubrio

goénada

subumbrela

. exumbrela
canales radiales

estatocisto

borde umbrelar

canal anular tenticulos umbrelares
(circular)

Figura 6. Esquema de Obelia dichotoma (Modificado de Moreno y col., 2011).

La umbrela aboral, que se encuentra en la superficie externa opuesta a la boca, es
convexa y se denomina exumbrela. En tanto que la umbrela oral se encuentra en la
superficie interna, es cdncava y se conoce como subumbrela (Moreno, A. G., y col;
2011). Los tentaculos se originan en cada una de las cuatro esquinas interradiales y
tienen unas bases musculares engrosadas llamadas pedalias (Ver Figura 7) (Gili y
col., 2022).
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Figura 7. Medusa Pelagia noctiluca (Modificado de Moreno y col., 2011).

Las medusas de la superclase Scyphozoa, también pertenecientes al subfilo
meduzosoa, se tratan de medusas de talla grande, que incluyen a la mayoria de los
mas grandes invertebrados marinos. Las escifomedusas poseen una mesoglea,
también conocida como capa intermedia, relativamente gruesa que les da un mayor
soporte corporal. Ademas, cuentan con simetria radial, se les ha considerado como
las medusas no bilaterales mas perfectamente simétricas y de mayor tamafio del

mundo (Guirola-Fuentes y col., 2021).

Los organismos de la superclase Hydrozoa estan formados por un grupo
heterogéneo que considera a los cnidarios que producen un estadio de vida libre
pelagico y que se reproducen sexualmente conocidos como medusa (Ver Figura 8).
Comparten también la presencia de velo y gonadas ectodérmicas. Este grupo se ha
subdividido en 3 clases con base en la forma de los pdlipos (Guirola-Fuentes y col.,
2021).



En la clase Automedusa, las medusasse producen por la transformacion directa de la
planula (nunca béntica) o a través deun “estado” actinula (Guirola-Fuentes y col.,
2021). En la clase Hydroidomedusa, las medusas se producen a través de un nédulo
medusario y en las especies de la clase Polypodiozoa, las medusas se generan

mediante uncomplejo patrén de desarrollo parasitario (Guirola-Fuentes y col., 2021).

hipostoma testiculo

tentaculos
‘ﬁ
il

tentaculos = _ pared del cuerpo

* testiculos

ovario

SEXUAL

()y— disco basal

ASEXUAL

Figura 8. Polipos de hidra con reproduccién sexual y asexual (Modificado de
Moreno y col., 2011).

Existe una extraordinaria variacién en este ciclo de vida que se refleja en una amplia
gama de diversidad de morfologias de polipos, colonias y medusas, asi como en la
pérdida o reduccion completa del estadio de pdlipo o medusa en algunas especies
(Cartwright y Nawrocki, 2010).

Los hidrozoos muestran una diversidad de formas coloniales que van desde colonias
estolonales e incrustantes, lo cual se refiere a colonias que se fijan por medio de
estolones a la superficie, siendo generalmente a rocas o conchas, en forma de estera
(Contreras, 2021).
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De los estolones surgen los pedicelos, el pedicelo es un soporte; los pedicelos nacen
de una delgada hidrorriza y poseen longitud variable, con zonas anilladas y una
esfera chata debajo de las hidrotecas. Se ha observado que las colonias que crecen
sobre sustratos duros poseen hidrotecas mas grandes que las que crecen en
sustratos inestables. Es importante aclarar que el perisarco (esqueleto quitinoso que
rodea una colonia) se forma en una hidroteca, la cual es como una envoltura
(Genzano, 2022).

Otra parte de la diversidad de formas coloniales son las colonias pinnadas erguidas,
irregular o regularmente ramificadas; la colonia pinnada se refiere a que presenta
varias ramificaciones, y que en sus ramificaciones posee pinnas (Segovia de

Gonzalez y col., 2021).

En las especies del subfilo Medusozoa, el estadio pdlipo presenta una asociacion de
tipo colonial (relacion intraespecifica, agrupaciones colaborativas formadas por
individuos derivados de reproduccion sexual), es decir, que tienen como origen un
progenitor en coman y permanecen unidos entre si; mientras que el estadio medusa
es normalmente solitario y pelagico. Los medusozoos bentonicos (hidroides,
hidrocorales, estauromedusas y escifopdlipos), son aquellos que se asocian a
cualquier fondo acuético, son comunes en la mayoria de los ambientes marinos,
donde actian como sustrato, refugio y/o alimento para multitud de animales (Ver
Figura 9). En cambio, los medusozoos plancténicos (medusas y sifonéforos) son
depredadores que viven en la columna de agua, donde compiten con larvas de peces
y determinanla estructura y funcionamiento de las comunidades pelagicas (Martell y
Angel, 2019).

11
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Figura 9. Aglaophenia sp. y Eudendrium sp., hidrozoos benténicos (Modificado de
Giliy col., 2022).

1.2 Género Millepora

El género Millepora (familia Milleporidae, Phylum Cnidaria, subfilo Meduzosoa,
subclase Hydrozoa) estd conformado por 19 especies distribuidas en aguas calidas
de todo el mundo. Alrededor de 12 de estas especies se encuentran en el Indo-
Pacifico y 7 en el Atlantico-Caribe, sin especies comunes entre ambos océanos
(Ruiz-Ramos y col., 2014). Sus colonias se extienden por varios metros y producenun

denso bosque de ramas (Rojas-Molina y col., 2012).

Existen marcadas diferencias, tanto en la forma y como en la estructura de las
colonias de los hidrocorales del género Millepora (Lewis, 2006). De hecho,
excluyendo los corales escleractinios pétreos (clase Anthozoa), las especies de
Millepora son los mas abundantes cnidarios formadores de arrecifes, y por lo tanto

juegan un papel importante en la ecologia marina (Rojas-Molina y col., 2012).

Todas las colonias se originan a partir de un polipo fundador, por lo que la estructura
de la colonia es la del pdlipo. Los pélipos defensivos que sobresalen del exoesqueleto

son numerosos Yy altamente toxicos y, por esta razon, los hidrocorales del género
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Millepora son conocidos popularmente como “corales de fuego” (Lewis, 2006).

Los pocos estudios taxondémicos realizados sobre el género Millepora resaltan el alto
grado de polimorfismo esquelético encontrado en el género. Esas investigaciones
indicaron que las distinciones de especies eran inciertas debido a la alta variabilidad
morfolégica entre las colonias dentro de cada taxdon y la superposicion de
caracteristicas esqueléticas entre especies. Ademas, los experimentos de trasplante
reciproco sugirieron que los factores ambientales podrian influir en la forma de la

colonia (Ruiz-Ramos y col., 2014).

Las colonias estan formadas por placas simples que crecen a partir de una base
comun o pueden crear estructuras complejas en forma de panal de placas
interconectadas. Las placas crecen perpendiculares a la direccién de la corriente,
pero en lugares con fuerte accidn de las olas, las colonias pueden permanecer como
una gran base incrustante. La superficie de las colonias varia de lisa a rugosa. En
colonias mas viejas, la forma de crecimiento puede volverse mas parecida a una
placa y los bordes de crecimiento mas afilados, pero las placas permanecen
conectadas en toda su longitud, lo que da como resultado una estructura de caja
(Ruiz-Ramos y col., 2014).

Los cambios inducidos por el entorno ambiental en la morfologia de los hidrocorales
son notorios en dos especies que son componentes regulares de los arrecifes
coralinos de la costa mexicana del Caribe: M. alcicornis y M. complanata, que
exhiben diferentes formas de crecimiento. M. alcicornis presenta un patrén
caracteristico de crecimiento ramificado que se asemeja a un cuerno de alce,
mientras que M. complanata crece en forma de placa (Ver Figura 10) (Rojas-Molina
y col., 2012).
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Figura 10. Organismos del género Millepora: A) Millepora alcicornis, B) Millepora

squarrosa, C) Millepora striata
(Modificado de Ruiz-Ramos y col., 2014).

1.2.1 Millepora alcicornis

Los hidrocorales simbidticos como por ejemplo Millepora alcicornis, también
conocidos como corales de fuego, tienen una distribucion anfiatlantica, como lo
demuestra su presencia en las islas de Cabo Verde, Isla Ascension y Canarias. Estos
cnidarios son capaces de colonizar sustratos, tanto naturales como artificiales, desde
gorgonias muertas y rocas hasta cascos de barcos. Esta capacidad de habitar
diferentes sustratos y sus rapidas tasas de colonizacién proporcionan una ventaja

competitiva para posibles expansiones de su habitat (Rodriguez y col., 2019).

Desafortunadamente, los arrecifes de coral son extremadamente vulnerables al
estrés relacionado con las emisiones de gases de efecto invernadero, principalmente
el calentamiento de los océanos (Lough, 2016). Luego de un evento de
blanqueamiento el metabolismo central de ambos socios simbidticos se altera
significativamente (Mayfield, y col., 2018). Teniendo en cuenta que las toxinas son
fundamentales en la captura y digestion de las presas, es muy probable que el estrés
térmico, que provoca la decoloracion, altere su expresion en los cnidarios (Olguin-
Lépez y col., 2019).
Este fendmeno ha aumentado tanto en frecuencia como en gravedad en los Gltimos
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afnos. Se han registrado eventos de blanqueamiento masivo en todas las regiones
tropicales del mundo en 1987, 1998, 2003, 2005 y 2010. De hecho, entre 2014 y

2017 se observo el peor blanqueamiento documentado (Olguin-Lopez y col., 2019).

Nuestro grupo de trabajo ha realizado algunos estudios para determinar los cambios
en el perfil del proteoma soluble y la actividad citolitica de M. alcicornis que sufrid
blanqueamiento. Uno de los estudios mas recientes al respecto corresponde al
articulo de investigacion titulado “Impacto de El Nifo-Oscilacion del Sur 2015-2016
en el perfil protedmico soluble y actividad citolitica de M. alcicornis “coral de fuego”
del Caribe Mexicano”, cuyo objetivo fue determinar el efecto del blanqueamiento
sobre la expresion de proteinas hidrosolubles en este hidrocoral (Olguin-Lépez ycol.,
2019).

1.3 Células en las que se generan las toxinas de los cnidarios

Los cnidocitos o cnidoblastos, cominmente denominados como “células punzantes”,
son sumamente importantes para estos organismos, debido a que cumplen con
funciones especializadas que estan relacionadas con atrapar y someter presas, asi
como para disuadir y repeler depredadores y competidores en los arrecifes coralinos
(Jouiaei, y col., 2015). Los cnidos o cnidocistos son los organelos celulares
especializados que se localizan en los cnidocitos para el almacenamiento y liberacion
del veneno. Estos organelos son secretados por el aparato de Golgi de los
cnidoblastos y se clasifican en tres tipos principales: los nematocistos, presentes en
todos los cnidarios; los espirocistos, presentes Unicamente en los anthozoos; y los
pticocistos, que pertenecen unicamente a los animales de la subclase Ceriantharia,
nombrados también anémonas tubicolas (Fautin., 2009; Lazcano-Pérez y col., 2020).
Los nematocistos presentan forma de cépsula con una especie de arpén que se
dispara al tocar a una presa o depredador y penetra en él inyectando veneno
(Lazcano-Pérez y col., 2020). Estos se utilizan para capturar presas y constan de una
pared colagena, un tabulo de liberacion reversible en forma de flecha y veneno (Turk
y col., 2009).
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Los cnidocistos, son secreciones meramente inanimadas de células vivas, la
complejidad de su disefio, del cual depende su funcionamiento, es sorprendente.
Estos organelos son herramientas distintivas y morfolégicamente variables
compuestas por un material cartilaginoso duradero (Ver Figura 11). Este tipo de
estructuras fueron de gran importancia para sobrevivir durante millones de afios
(Castariio, 2007; Kem, 2009). Los cnidos son la parte clave de estos organismos y su
importancia se deriva de la relacion entre la energia empleada en generarlos y su
efectividad en la captura de las presas, esto permite a los cnidarios ser depredadores

muy efectivos utilizando poca energia (Santodomingo y col., 2010).

Cnidocilio Tibiilo

Flecha
Cnidocito Y/ (

Opérculo

Capsula

Figura 11. Representacion esquematica de un cnidocito y un nematocisto
(Modificado de Ozbek, 2011).
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Los nematocistos representan al grupo mas diverso y estudiado de cnidocistos, pero
aun no se comprende en su totalidad su mecanismo de descarga en respuesta a
estimulos externos (mecanicos y quimicos). Se cree que la presion osmotica del
liquido intracapsular aumenta temporalmente como resultado de la exposicion de los
cnidos a la solucién externa y la posterior exocitosis de cationes de la capsula. Estas
diferencias de presién osmoética a través de la pared de la capsula se mantienen
hasta el punto de que la presion intracapsular existente supera el valor umbral critico
y desencadena la descarga de los nematocistos. El veneno se encuentra en la
superficie interna del tabulo invertido que, durante la descarga, se invierte de manera
gue el exterior queda expuesto y es inyectado en la presa. Esto hace que el interior
del tubulo permanezca contiguo al interior de la capsula y el contenido del
nematocisto se expulse (Ver Figura 12) (Jouiaei, y col., 2015).

nb da B sct

Cépsula del
nematocisto -

Figura 12. Representacion del sistema de administracion del veneno de los

cnidarios (Modificado de Jouiaei, y col., 2015)
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Dentro de los nematocistos se sintetiza y almacena el veneno, presentado en forma
de un coctel toxico conformado por péptidos, proteinas, fosfolipasas, glicoproteinas,

esteroles, carbohidratos y aminas bioactivas (Lazcano-Pérez y col., 2020).

Cuando un humano entra en contacto con los tentaculos de los cnidarios, lo primero
gue es afectado es la piel, la cual presenta edema, necrosis, dermatitis y urticaria.
Posteriormente, el veneno viaja a través del sistema linfatico y los vasos capilares,
esto puede dafiar el corazdn o el sistema nervioso central. En casos muy severos,
se genera un dolor muy intenso, neuropatias, pardlisis, dificultad respiratoria,
sintomas oftalmoldgicos, mononeuritis maltiple y, también, puede causar la muerte.
Ademas, estas criaturas tienen la capacidad de almacenar sustancias toxicas que no
son producidas por ellos, sino por organismos con los que viven en simbiosis, una

relacion que les beneficia mutuamente (Lazcano-Pérez y col., 2020).

I.4 Toxinas Formadoras de Poro (TFP)

Las toxinas formadoras de poros (TFP) forman parte del mecanismo de defensa y
ataque que utilizan los seres vivos. Las TFPs tienen una amplia distribucion
taxonomica y se han encontrado en diversos seres vivos, desde bacterias hasta
mamiferos. Estas proteinas se secretan en forma soluble, pero sufren cambios
conformacionales, creando un poro en la membrana del huésped (Soto y col., 2020).
Estas toxinas interactian con las membranas para alterar fisicamente la estructura 'y
la permeabilidad (Yap y Hwang, 2018), pueden ensamblarse en estructuras
oligoméricas con la capacidad de insertarse en la membrana a través dereceptores
especificos que conducen a la formacién de poros y, como consecuencia,se produce
la permeabilizacion de la membrana (Soto y col., 2020). Estos poros en la membrana
plasmatica provocan un desequilibrio de los gradientes ionicos celulares (Yap y
Hwang, 2018), lo que conduce a cambios en la concentracion de iones en el citosol
de la célula diana. Estos poros pueden ser liticos para la céluladiana, por ejemplo,
creando un desequilibrio osmético, o pueden mediar en la translocacion de

proteinas, es decir, toxinas, al citoplasma.

18



Los multiples resultadosde la formacion de poros por una TFP dependen de su
concentracion, el diametro del poro, el nimero de poros/célula y la estabilidad del
poro. El calcio y el potasio han sido identificados como los principales mediadores en
la respuesta celular al dafio de la membrana celular por estas proteinas (Soto y col.,
2020), las cuales pueden causar finalmente la lisis celular (Yap y Hwang, 2018).
Muchas bacteriaspatdgenas producen TFP que son componentes importantes de su
arsenal de virulencia. A pesar de la diversidad de secuencias y estructuras, todas las
TFP bacterianas siguen el mismo modo de accion. Se secretan como proteinas
monomeéricas y solubles que pueden difundirse hacia las células diana a las que se
unen a través de receptores especificos. Las dianas de las TFP incluyen receptores
transmembranales o proteinas ancladas a glicosilfosfatidilinositol (proteinas
ancladas a GPl), lipidos o grupos de lipidos. Sin embargo, existe informacioén limitada
sobre los mecanismos de muerte celular o las vias de sefializacion desencadenadas

por las PFT eucariotas (Soto y col., 2020).

Las TFP se clasifican en dos grandes grupos, en funcion de los elementos de la
estructura secundaria utilizados para atravesar la membrana celular. Las a-TFP
utilizan hélices a anfipaticas para perforar la membrana, mientras que las B-TFP
forman poros de barril B anfipaticos. Existen tres familias de a-TFP (colicinas,
actinoporinas y citolisinas A) y tres de B-TFP (hemolisinas 3, aerolisina B y citolisinas
dependientes de colesterol) (Soto y col., 2020). Las actinoporinas (APs), producidas
por las anémonas marinas, constituyen una familia particular. El creciente interés en
las APs se debe a su elevada citotoxicidad, la cual puede usarse para disefar
inmunotoxinas contra células tumorales y sistemas de liberacibn de moléculas al

citosol celular (Soto y col., 2020).
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1.4.1 Actinoporinas

Estas son proteinas citoliticas producidas por anémonas marinas. La formacion de
poros de las APs transcurre por diferentes etapas: la unién de la proteina a la
membrana, la oligomerizacion y el despliegue e insercion de la region amino terminal
en la bicapa, lo cual conduce a la formacion del poro (Mesa y col., 2016).Se han
propuesto, hasta ahora, tres modelos de estructura del poro formado por lasAPs: el
modelo del poro toroidal, el modelo del poro cénico y el modelo del poro hibrido. Los
modelos difieren en cuanto a la estequiometria del poro y la relevancia de los lipidos

en la arquitectura del canal (Mesa y col., 2016).

Existen algunos estudios que sugieren la existencia de estructuras preporo. Sin
embargo, existen multiples evidencias acerca de la relevancia estructural y funcional
de estructuras diméricas en la evolucion de estas toxinas de su forma soluble
monomérica hacia el canal transmembrana. Estas se insertan espontaneamente en
las membranas lipidicas para formar poros oligoméricos y su actividad formadora de
poros es inhibida por preincubacion con la esfingomielina (SM) (Mesa y col., 2016).

Estas proteinas presentan la capacidad de desestabilizar las membranasdiana y
provocar la muerte celular, y por ello, han sido reconocidas por sus potenciales
aplicaciones en el disefio de inmunotoxinas, dirigidas selectivamente para causar la

muerte de células no deseadas (Mesa y col., 2016).

1.4.2 Toxinas formadoras de poros provenientes de medusas

La caracterizacién bioquimica y molecular las toxinas sintetizadas por las medusas
ha permitido identificar una gran diversidad de compuestos toxicos, que van desde
moléculas no proteinicas, hasta proteinas de alto peso molecular que han
evolucionado a lo largo de cientos de afios. Se han identificado enzimas como
fosfolipasas, especificas e inespecificas; toxinas formadoras de poros (TFPSs),
toxinas de medusas (JFTs o jellyfish toxin) e hidralisinas; también péptidos vy

neurotoxinas tales como toxinas que modulan canales de sodio o0 potasio, y péptidos
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de tipo Kunitz, al igual que pequefios péptidos ricos en cisteina (SCRIiPs), inhibidores
ASIC; compuestos bioactivos no proteicos de bajo peso molecular como la serotonina
(5-hidroxitriptamina), tetramina, acetilcolina, histamina y tiramina; hidratos de
carbono toxicos, entre otros (Genzano y col., 2020).

Debido a los muchos componentes que contienen estas toxinas, son capaces de
alterar el transporte de los canales de sodio y calcio, provocan un fraccionamiento en
las membranas celulares, liberan mediadores inflamatorios y actlian como toxinas
directas en el miocardio, tejido nervioso, hepatico e incluso renal (Genzano y col.,
2020).

Esta el caso de las metaloproteasas; las cuales inducen hemorragias y necrosis al
degradar la matriz extracelular e impiden la formacién de coagulos de la sangre. Las
TFPs (presentes en todos los cnidarios venenosos) penetran la membrana celular de
la victima, dando lugar a la difusion de pequefias moléculas y solutos que conducen
a un desequilibrio osmatico y a la lisis celular (Genzano y col., 2020).

1.4.3 Hidralisinas

Estas toxinas pertenecen a una nueva familia de toxinas formadoras de poros (j3-
TFP) secretadas por células endodérmicas digestivas de Hydra viridissima (Sher y
col., 2005) que se caracterizan por ser dependientes del colesterol. Las hidralisinas
son secretadas durante el proceso de alimentacion y desempefian un papel
importante en la lisis de tejidos de las presas de los cnidarios (Soto y col., 2020). No
son activas en fosfolipidos o carbohidratos de tipo membranal, pero se unen a

receptores especificos de membrana para la formacién de poros (Sher y col., 2005).

I.5 Técnicas de purificacion de proteinas

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las células y

tienen distintas funciones, entre las que se encuentran la actividad catalitica
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(enzimas), motilidad corporal (actina, miosina), proteccion (anticuerpos), regulacion
de procesos celulares (hormonas), etc. Para llevar a cabo la purificacion de una
proteina existen diversos métodos segun el tipo de proteina que se quiera purificar
(Martinez y col., 2006).

La importancia de las proteinas y su purificacion ha ido en aumento debido a los
descubrimientos de las aplicaciones que pueden tener en la ciencia y esto ha
propiciado el desarrollo técnicas de purificacion y caracterizacidon mas eficientes.
Cuando se tiene una proteina pura es posible caracterizar su estructura y su funcion
y observar su interaccion con otras biomoléculas, asi como comprender los procesos
moleculares y celulares en los cuales participa. Ademas, se puede explorar su
aplicacion en areas como la biotecnologia y la biomedicina, entre otras (Ramirez,
2021).

La carga, el peso molecular, la hidrofobicidad y la especificidad de una proteina por
algun ligando son las caracteristicas principales para determinar que técnica es la
mas adecuada para llevar a cabo su purificacién. El primer paso es conocer las
propiedades bioquimicas y fisicoquimicas, los parametros fisicoquimicos que puedan
llegar a modificar estas propiedades y el mecanismo por el cual llevan a cabo esta
alteracion de la molécula (Ramirez, 2021).

Una vez obtenida esta informacién, se puede determinar la técnica mas apropiada
para purificar una proteina. El siguiente paso es definir el método para lisar (romper)
las células que contienen la proteina de interés. De manera general se consideran

dos métodos para este paso, métodos mecéanicos y quimicos (Ramirez, 2021).

Entre los métodos mecanicos se encuentran la homogenizacion, sonicacion, ciclos
de congelado y descongelado y uso de presiones altas. En tanto que en los métodos
guimicos siempre se usa un compuesto quimico para producir la lisis mediante un

choque osmético (Ramirez, 2021).
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Cuando las membranas celulares se rompen, permiten la interaccion de la proteina
de interés con proteinas de la misma célula que tienen la capacidad de romper los
enlaces peptidicos (enzimas proteasas). Por lo que es fundamental afiadir en el
amortiguador inhibidores de proteasas, para mantener la integridad de las proteinas
(Ramirez, 2021).

El siguiente paso en la purificacion de una proteina es la clarificacion del extracto
proteico, es decir, si nuestra proteina es soluble en el amortiguador, los restos
celulares se separan mediante la centrifugacion. Por dltimo, la muestra se decanta
para separar la parte soluble (donde se encuentra la proteina de interés) de los

fragmentos celulares (Ramirez, 2021).

Es importante que en este proceso se considere la estandarizacion de un protocolo
gue abarque el menor tiempo posible, por eso se debe realizar el menor nimero de
pasos que permitan obtener la mayor cantidad de proteina pura, y tener cuidado que
la muestra se mantenga a 4 °C. Esto es con la finalidad de reducir la actividad de las
proteasas y procesos quimicos que desencadenen la ruptura del enlace peptidico, el

cual puede ser resultado no sélo de la accién de las proteasas (Ramirez, 2021).

Para tener una idea de la complejidad de un extracto proteico, se utiliza la técnica de
electroforesis en gel. Esta técnica se basa en el movimiento de las proteinas en
respuesta a un campo eléctrico, dando como resultado la separacion de las proteinas
(Ramirez, 2021).

Como ya se mencion6 anteriormente, en la purificacién de las proteinas se emplean
varios pasos que implican métodos que toman en consideracién las diferentes
propiedades fisicas, quimicas y biologicas de las enzimas, al igual que su forma,
solubilidad en solventes especificos, peso molecular y carga eléctrica. El método que
mas se utiliza para purificar las proteinas es la cromatografia, técnica que separa las
moléculas de acuerdo con las diferencias de interaccién con una fase estacionaria

(presente en una columna) y movil (liquido o solvente) (Moncada, 2020).
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|.6 Técnicas cromatograficas

La cromatografia de liquidos es la mas utilizada en el caso de la purificacion de las
proteinas. La cromatografia liquida se basa en el principio de que, bajo un conjunto
dado de condiciones, los solutos disueltos en una fase mévil interactian en grado
diferente con la fase estacionaria contenida en la columna (Mayolo-Deloisa y col.,
2012). El tipo de interaccion depende de las propiedades fisicas y quimicas de la fase
estacionaria. Este tipo de cromatografia se encarga de aprovechar las diferencias
inherentes entre las proteinas. Las técnicas de cromatografia de liquidospueden estar
clasificadas en cromatografia de: exclusion o filtracion en gel, intercambio ionico,

interaccién hidrofobica y fase reversa (Ver Figura 13) (Mayolo-Deloisa y col., 2012).
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Figura 13. Purificacion de proteinas por cromatografia. A) Esquema general de
cromatografia. B) Cromatografia de exclusién molecular. C) Cromatografia de
intercambio idnico. D) Cromatografia de afinidad. E) Cromatografia de interaccion

hidrofobica. F) Cromatografia de fase reversa. (Modificado de Ramirez, 2021).
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1.6.1 Cromatografia de exclusion o permeacion en gel

El objetivo de la cromatografia es la separacion de los componentes de una mezcla,
aprovechando la distribucion de dichos componentes entre dos fases: la fase movil
y la fase estacionaria. Generalmente, mediante el empleo de una columna que
contiene la fase estacionaria, los compuestos a separar son arrastrados por la fase
movil y son analizados a su paso por el detector. Si la fase movil es un gas, se trata
de una cromatografia de gases, mientras que, si es un liquido, se denomina

cromatografia liquida (Gutiérrez, 2009).

La cromatografia de exclusion es un tipo de cromatografia liquida en la cual la fase
estacionaria es solida y la fase mavil es liquida. Se le conoce como “cromatografia
de exclusion por tamafo”. También se le puede llamar “cromatografia de
permeabilidad sobre gel” (GPC) o de permeacién en gel. La principal aplicacion de
este tipo de cromatografia es la separacion de las moléculas en funcién de su tamafio
con la finalidad de estudiar el peso molecular y distribucién de los polimeros
(Gutiérrez, 2009).

1.6.2 Cromatografia de interaccion hidrofébica

Es una de las técnicas mas utilizadas para la separacion y purificacion de proteinas
en procesos biotecnolégicos. Lo que ocurre en esta cromatografia es que las
proteinas se unen reversiblemente a ligandos hidrofébicos que se encuentran
inmovilizados en el soporte cromatografico, debido a la presencia de una elevada
concentracion de sal. La elucién se logra disminuyendo la fuerza i6nica en la fase

movil, formando un gradiente decreciente (Mahn, 2009).
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1.6.3 Cromatografia de fase reversa

Esta cromatografia estd basada en la separacion de los componentes de una mezcla
por su polaridad. La elucion de los componentes de una muestra se obtiene al hacer
pasar como fase mévil un gradiente con disolventes organicos, que al lograr un
equilibrio determinado desprenden los compuestos retenidos en la fase estacionaria
(Gerstnery col., 2014).

1.6.4 Cromatografia de intercambio idnico

Esta cromatografia se basa en la diferencia de afinidades de los iones por la fase

movil y la fase estacionaria del sistema cromatografico (Ruffner, 2022).

La conductividad de la solucién es proporcional a la concentracion ionica, esto
permite saber de qué anidn se trata en base a su tiempo de retencion y cuantificar
mediante la relacion area del pico de la muestra: area del pico de un estandar. La
temperatura es un factor que afecta directamente la conductividad de una solucion,
debido a esto, los cambios de temperatura ejercen una oscilaciéon regular en la linea
base, afectando la reproducibilidad y la linealidad de la determinacién. Los efectos
de las variaciones en la temperatura son reducidos por la supresion de la

conductividad eléctrica (Ruffner, 2022).
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HIPOTESIS

La toxina formadora de poros de tipo hidralisina (rTFP) de M. alcicornis, sintetizada
de manera recombinante por E. coli, se purifica de forma eficiente mediante
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) de intercambio ibnico y provoca un

efecto hemolitico en eritrocitos de rata.
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OBJETIVOS
[11.1 Objetivo general

Purificar la toxina formadora de poros del tipo hidralisina (rTFP) de M. alcicornis
sintetizada de manera recombinante por E. coli, mediante cromatografia liquida
rapida de proteinas (FPLC) de intercambio i6nico y evaluar su efecto hemolitico en

eritrocitos de rata

[11.2 Objetivos particulares

e Purificar la TFP obtenida via recombinante, mediante cromatografia de
intercambio anidnico
e Evaluar la actividad citolitica de la rTFP purificada, mediante el ensayo

de hemolisis sobre eritrocitos de rata
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V. METODOLOGIA

IV.1 Materiales

e Columna HiPrep DEAE FF 16/10 (Cytiva)

e Material de vidrio (matraces erlenmeyer, vasos de precipitados y probetas)
e Balanza analitica

e Micropipetas

e Camara de electroforesis para geles de poliacrilamida

IV.1.1Reactivos

Tris HCI 20 mM, pH 8.8
Tris HCI 20 mM, pH 8.8 adicionado con NaCl

Solucién Alsever: Composicion: 2.05 % dextrosa, 0.8 % citrato de sodio, 0.05 %
acido citrico y 0.42 % cloruro de sodio adicionado con 10 mM de cloruro de calcio
Control positivo 20 pL de PLA2 (sPLA2 Assay Kit Kayman No. 7650001)

Agua

IV.1.2Equipo

e FPLC Amersham Pharmacia Biotech AKTApurifier 10 System (New Jersey, USA)

e Lector de microplacas (Benchmark Plus Microplate Spectrophotometer)

IV.2 Métodos

IV.2.1 Purificacion de la TFP obtenida via recombinante
La separacion se realizo en una columna HiPrep DEAE FF 16/10 (Cytiva), la cual
seequilibré con Tris-HCI 20 mM, pH 8.8, y se eluyé con un gradiente de molaridad
de NaCl (0.5 M) en el mismo tampoén en un sistema de cromatografia liquida rapida

de proteinas AKTApurifier 10 System. El flujo fue de 5 mL/min; con una presion
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IvV.2.2

de columna de 0.15 MPa; comenzando con un flujo en B (Tris-HCI 20 mM-NacCl)
de 60 mL, hasta llegar a una concentracion de B (Tris-HCI 20 mM, con NacCl) del
100 %. Elgradiente que se us6 fue de 5. El volumen de la inyeccion fue de 10 mL,
laconcentracion de la muestra fue de 7.37 mg/mL. La deteccion se realizé a 280
nm. Las fracciones obtenidas se liofilizaron y se re-suspendieron en 500 pL de
agua desionizada para posteriormente evaluar la pureza.

La pureza fue evaluada mediante SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 15 %
y posteriormente se realizo la tincién con azul de Coomassie (Sher, D; Fishman 'y
col;2005).

Manejo de los animales de experimentacion

Para la determinacion del efecto hemolitico se emplearon 2 ejemplares de rata
macho de la cepa Wistar (275 — 325 g de peso corporal) que se adquirieron y
manejaron dentro de las instalaciones del Bioterio del Instituto de Neurobiologia

de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Los animales se mantuvieron en jaulas

de acrilico de 43 x 53 x 20 cm (permitiendo un espacio mayor a 187 cm2/animal).
Los animales se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio de 24 — 26
°C, con humedad relativa de 70 — 75 % y ciclos de luz-oscuridad de 12 h con
acceso libre de agua (agua purificada en bebederos de acrilico de 250 — 500 mL)
y alimento (alimento ABENE BDL-7100 para animales de laboratorio en fase de
mantenimiento) (NOM-062-Z00-1999 apartado 5.1. Durante la fase experimental
(1 dia) los animales se sacrificaron por decapitacion con guillotina sin anestesia
(NOM-062-Z00-1999 apartado 9.5.3.3) e inmediatamente se colecto la sangre en
solucion Alsever pH 7.4 adicionada con 10 mM de cloruro de calcio. Los Residuos
Peligrosos Biologico - Infecciosos fueron debidamente etiquetados vy
almacenados siguiendo las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-
087-SSA-2002, los cadaveres se almacenaron en bolsas amarillas a -20 °C y los
punzocortantes en contenedores rojos especiales para este propdésito. Esto por un
periodo no mayor a 30 dias, posteriormente se contratd un servicio especial

dedicado al tratamiento y procesamiento de estos residuos.
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IV.2.3 Evaluacion de la actividad citolitica de la TFP recombinante
La obtencion de la sangre de los sujetos experimentales se realizd al momento de
ladecapitacion por guillotina, colectdndola en la solucion Alsever con pH 7.4 (0.5
mL).Para la deteccion de la actividad citolitica, se realizd una curva de calibracién
con lasolucion de 950 uL Alsever pH 7.4 y 950 uL agua y 50 uL de una suspension
de eritrocitos de rata al 1 % en solucion Alsever pH 7.4 adicionado con 10 mM de
clorurode calcio. Los eritrocitos se incubaron durante 30 minutos a 37 °C en
presencia de una concentracién de 50 ug de la toxina recombinante, la mezcla de
reaccion se centrifug6 durante 4 minutos a 2400 rpm, y la actividad hemolitica se

evaludespectrofotométricamente a 415 nm (Olguin-Lépez y col., 2019).
IV.3 Andlisis estadistico
Los resultados derivados de los ensayos de hemdlisis se analizaron mediante el

programa de analisis de datos y graficas Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA), fueron expresados como la media +/- el error estandar de la media (n = 2).
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V.

RESULTADOS

V.1 Purificacién de la TFP obtenida via recombinante

En la Figura 14, se observa el cromatograma correspondiente a la separacion por
cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC, por sus siglas en inglés) de
intercambio i6nico del lisado bacteriano que contiene la rPFT (LB-rPFT). Por medio
de esta estrategia de purificacion se obtuvieron 8 fracciones (F1 a F8), las cuales se

enlistan en el Cuadro 1.

F1 F2 3

Figura 14. Cromatograma del LB-rPFT obtenido por FPLC de intercambio i6nico.
Columna: HiPrep DEAE FF 16/10. Fase de equilibrio: Tris-HCI 20 mM, pH 8.8 con
un gradiente de NaCl 0.5 M en el mismo tampdn (linea punteada). Flujo: 5

mL/min. Deteccién a 280 nm.
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Cuadro 1. Listado de las fracciones obtenidas por FPLC de intercambio ionico.

No. de fraccion Volumen de retencion (mL)
F1 8-12
F2 14 -18
F3 20 - 26
F4 40 — 52
F5 52 - 62
F6 90 - 125
F7 150 - 180
F8 190 — 215

Posteriormente, estas 8 fracciones se sometieron a un proceso de liofilizacién para
retirar toda la humedad de las muestras y asi obtener un polvo; el cual se resuspendio
en 500 pL de agua desionizada. Una vez resuspendidas las fracciones, se les
determind la cantidad de proteina total mediante el método de Bradford; las

concentraciones se enlistan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Concentracion de proteina total en cada fraccion.

No. de fraccion Concentracién (pg/mL)
1 327.14

541.18

302.14

280.71

344.12

348.57

359.29

459.29

0N B WIN

Después de determinar la cantidad de proteina total presente en las fracciones, éstas
se analizaron por medio de electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida al
15 % en condiciones desnaturalizantes. Esto con el fin de obtener el perfil
electroforético de cada una de ellas. Los resultados obtenidos se observan en las
Figuras 15y 16. Se observo que las 3 primeras fracciones (F1 a F3) s6lo presentaban
una banda nitida alrededor de los 10 kDa o por debajo de este valor de peso
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molecular. En el caso de las 3 fracciones siguientes (F4 a F6) no se observan bandas
definidas. Por ultimo, en las fracciones 7 y 8 se pueden observar un par de bandas
gue se encuentran en un rango de peso molecular de entre 25 y 30 kDa, mismo que

se ha reportado para las TFPs de tipo hidralisina.

kDa MP LB F1 F2 F3 F4

190

120

10 . _/
Figura 15. Perfil electroforético unidimensional del lisado bacteriano proveniente de
E. coli que produce una rPFT y sus fracciones aisladas por FPLC. Carril MP

(Marcador de peso molecular); Carril LB (Lisado bacteriano de referencia que
contiene la rPFT); Carril F1, F2, F3 y F4 (Fracciones 1 — 4).
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Figura 16. Perfil electroforético unidimensional del lisado bacteriano proveniente de
E. coli que produce una rPFT y sus fracciones aisladas por FPLC. Carril MP
(Marcador de peso molecular); Carril LB (Lisado bacteriano de referencia que

contiene la rPFT); Carril F5 y F6 (Fracciones 5 — 6); Carril F7 y F8 (Fracciones con

presencia de la hidralisina recombinante).
V.2 Evaluacion de la actividad hemolitica de la TFP recombinante
Una vez se obtuvieron los perfiles electroforéticos de todas las fracciones, se evalu6
su actividad hemolitica sobre eritrocitos de rata. Para este ensayo primeramente se

calculo la cantidad de proteina en pg que contenia cada fraccién (Ver Cuadro 3) para

tomar 50 pg de proteina para realizar los ensayos.
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Cuadro 3. Volumen requerido para obtener 50 ug de proteina en cada fraccion.

No. de fraccion Proteina (ug) Volumen requerido (uL)
1 163.57 61
2 270.588235 37
3 151.07 66
4 140.355 71
5 172.058824 58
6 174.285 57
7 179.645 56
8 229.645 44

Posteriormente, se utilizo solucion Alsever para la evaluacién de actividad hemolitica,

se normalizaron los datos con valores de 0 y 100 % de hemolisis de los eritrocitos y

asi comenzar a evaluar las distintas fracciones. ElI 0 % de hemdlisis se logro utilizando

solucion Alsever y para el 100 % de hemdlisis se utiliz6 agua. Los valores de Abs para

el proceso de normalizacién se observan en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Curva de calibracion para el ensayo de hemdlisis.

Repeticion Hemalisis (%) Absorbancia
1 0 0.252
100 1
2 0 0.182
100 1
3 0 0.259
100 1

En el Cuadro 5 se enlistan los valores de absorbancia derivados del ensayo

espectrofotométrico mientras que, en el Cuadro 6 se observan los porcentajes de

hemolisis correspondientes a cada fraccion evaluada mediante el ensayo de

hemolisis en eritrocitos de rata.
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Cuadro 5. Resultados de la medicion espectrofotométrica de cada una de las

fracciones (n = 2).

No. de fraccion 12 Repeticion (Abs) 22 Repeticion (Abs)
1 0.256 0.127
2 0.22 0.131
3 0.276 0.147
4 0.536 0.352
5 0.414 0.165
6 0.325 0.267
7 0.943 1.048
8 0.873 0.448

Cuadro 6. Porcentaje de hemdlisis de cada fraccion (n = 2).

No. de fraccion

Porcentaje de hemolisis promedio (%)

1

1.78

0

3.08

33.15

12.00

13.01

96.22

OINO|OD|WIN

62.26

En la Figura 17, se observa el grafico correspondiente a la evaluacion de la actividad

hemolitica de las fracciones obtenidas por FPLC de intercambio i6nico. Los

resultados derivados de la evaluacion del efecto hemolitico mostraron que las

fracciones 7 y 8 el mayor porcentaje de hemalisis sobre los eritrocitos de rata, lo cual

indico que el proceso de purificacion mediante cromatografia de intercambio i6nico

permitié la obtencion de la PFT recombinante de forma mas pura.
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VI.

LB-rPFT

125
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Figura 17. Grafico de los porcentajes de hemodlisis de cada una de las fracciones
aisladas de la muestra LB-rPFT
DISCUSION

Las TFP son unas de las moléculas mas interesantes que utilizan los seres vivos
para atague o defensa. Estas proteinas se secretan de forma soluble en agua, pero
sufren cambios conformacionales, creando un poro en las membranas celulares de
los tejidos de sus victimas. Su union a la membrana provoca inflamacién celular,
desequilibrio de los gradientes idnicos y muerte celular. Ademas, se clasifican en dos
grandes grupos, dependiendo de los elementos de estructura secundaria utilizados
para atravesar la membrana celular. Las a-TFP utilizan hélices a anfipaticas para
perforar la membrana; mientras que las -TFP forman poros anfipaticos de barril beta
(Febles, 2020).

Las hidralisinas son un tipo de B-TFPs secretadas por las células enddcrinas
digestivas de las hidras. Estas toxinas, que se encontraron por primera vez en Hydra

viridissima (hidra verde), se unen a las membranas de los eritrocitos y forman poros
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discretos con un diametro interno de aproximadamente 1,2 nm (Shery col., 2005). El
presente trabajo de tesis que tuvo como objetivo purificar la TFP de M.alcicornis
sintetizada de manera recombinante y evaluar su efecto hemolitico, representa la
continuacion de una investigacion previa en la que se expres6 de manera heteréloga
en la cepa de E. coli C41 (DE3) una PFT del tipo hidralisina, cuyotranscrito se

identifico en el transcriptoma del hidrocoral M. alcicornis.

En un estudio previo realizado por Sher y col. (2005) se expresaron de forma
recombinante HIn-1, 2 y 3 como representantes de las 3 subfamilias de hidralisinas
gue se encuentran en C. viridissima, las cuales fueron purificadas mediante
cromatografia de intercambio i6nico utilizando una columna de Q-Sepharose FF,
encontrando diferencias significativas entre la forma en la que eluyeron cada una de
las isoformas (Shery col., 2005). Por ejemplo, las isoformas HIn-1 y HIn-2 presentaron
un volumen de retencién igual a 155 y 128 mL respectivamente. En el presente
trabajo observamos un comportamiento similar en las fracciones F7 y F8 que
mostraron valores de volumen de retencion de 150 — 180 mL y 190 — 215 mL
respectivamente. Realmente, estos valores se asemejan a la forma de elucion
presentada por la isoforma HiIn-1, no obstante, se nota una diferencia importante

entre el perfil de elucién de la F7 con respecto a la F8.

Por otro lado, en los perfiles electroforéticos obtenidos per medio de electroforesis
unidimensional se observé que tanto la F7 como la F8 presentan pesos moleculares
gue se encuentran dentro del rango de peso molecular reportado para las hidralisinas
(27 a 31 kDa), sin embargo, se observa una diferencia en su desplazamiento en el
gel de poliacrilamida, ya que la banda presente en F7 se observa ligeramente arriba
con respecto a la que se puede observar en F8. En el caso de la evidencia reportada
por el grupo de Sher, las isoformas Hin-1 y HIn-2 también presentaron diferencias en
su desplazamiento en el gel de poliacrilamida, de hecho, la HIn-1 presenté un
desplazamiento muy similar al que nosotros estamos reportando en F7 (Shery col.,
2005).
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Hasta este punto los resultados de nuestro proceso de purificacion para esta toxina
recombinante han sido muy similares a los reportados en bibliografia, sin embargo,
existe una duda significativa entre los resultados de la F7 con respecto a los
obtenidos en la F8, debido primordialmente a que solo se esta llevando la expresion
heterdloga de un solo transcrito. No obstante, es importante mencionar que a la PFT
recombinante se le adicion6 una etiqueta de afinidad (6xHisTag) para llevar a cabo
su fraccionamiento por cromatografia de afinidad con metales inmovilizados (IMAC,
por sus siglas en inglés), desafortunadamente esto no fue posible debido a que una
vez que se llevaba a cabo el proceso de aislamiento de la TFP recombinante esta
perdia la actividad biolodgica. El principio de esta técnica se basa en el enlace
coordinado de un ion metdlico unido covalentemente a un agente quelante, con una
proteina que contiene histidinas en el extremo C o N-terminal, debido principalmente
a que la histidina es el aminoacido que exhibe la interaccion mas fuerte con las
matrices de iones metalicos inmovilizados, ya que los grupos donantes de electrones
en el anillo de histidina imidazol forman facilmente enlaces de coordinacion con el
metal de transicion inmovilizado (Bornhorst y col., 2000). De hecho, en muchas
ocasiones se piensa que este tipo de etiquetas al ser significativamente mas
pequefias que la mayoria de otras de afinidad (aproximadamente 2.5 kDa) no

perturban de manera significativa la estructura o funcién de las proteinas.

Sin embargo, no siempre es asi, ya que se pueden presentar muchostipos de
inconvenientes como, por ejemplo; la uniéon no especifica de péptidos, proteinas,
acidos nucleicos u otros componentes presentes en la matriz de la muestra que se
estd sometiendo al proceso de purificacion. Esto podria suceder debido a la
formacion de enlaces disulfuro con la proteina de interés o la presencia de
interacciones hidrofébicas no especificas pueden provocar inconvenientes en el
momento de llevar a cabo el proceso de purificacion de la proteina recombinante con
etiquetas de afinidad (Bornhorst y col., 2000; Majorek y col., 2014). En este sentido,
es probable que se estén presentando interacciones no especificas entre la etiqueta
de polihistidina con alguno de los diferentes componentes que componen la matriz

de la muestra y, por ende, se esté presentando una diferencia notoria entre los
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volimenes de retencion y los desplazamientos en el gel de poliacrilamida de las

fracciones 7 y 8.

En el caso de la evaluacion de la actividad hemolitica de las fracciones obtenidas, se
observé que uUnicamente las fracciones 7 y 8 presentaban un efecto hemolitico
significativamente notorio sobre eritrocitos de rata en comparacion con el resto de las
fracciones. No obstante, se identifica que existe también una diferencia en el efecto
hemolitico de ambas fracciones, ya que la F7 al parecer presenta un mayor efecto
hemolitico, acercandose mucho al 100 %, aproximadamente al 96 % mientras que,
la F8 presenta un porcentaje de hemolisis cercano al 65 % con la misma cantidadde
proteina purificada (50 pg). Esto también podria estar directamente relacionado con
la etiqueta de afinidad, debido a que en literatura se han encontrado reportes decomo
una etiqueta de His puede afectar la estructura, actividad o afinidad de unién de las
proteinas. Por ejemplo, un estudio realizado sobre la version recombinante del
receptor tipo 2a del factor liberador de corticotropina de rata adopta dos patrones de
enlaces disulfuro diferentes en el extremo N cuando la etiqueta His esta en el extremo
N o C que, si bien no afectaban la afinidad de union a ligando, si es una modificacién
estructural que no se encuentra en la proteina original. Otro ejemplo, es la proteina
recombinante monocatenaria Fv asociada al tumor, en la cual se ha mostrado
evidencia contundente de que la ubicacion de la etiqueta de His afecta de manera
significativa su capacidad de unién para unirse al epitopo. Adicionalmente, procesos
como la especificidad al sustrato, las constantes cinéticas o la dinamica de las
proteinas también pueden verse afectadas por la ubicacién de la etiqueta de His en
proteinas recombinantes (Goel y col., 2000; Klose y col., 2004; Majorek y col., 2014).
Este tipo de evidencia sobre como las etiquetas de His afectan no solo a la estructura
sino en algunos casos la funcion de la proteina nos puede ayudar mas a comprender
el fendbmeno que observamos en cuanto a la diferencia en la actividad hemolitica de
las fracciones 7 y 8. Siendo de este modo un argumento factible que la etiqueta de
histidina, asi como las posibles interacciones que esta pueda formar con otros
componentes ligados a ella desde la matriz original puedan estar afectando de mayor

manera el mecanismo de formacién de poros y por este motivo, se estad observando
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una disminucion de la actividad hemolitica de la F8 con respecto a la F7. No obstante,
es importante llevar a cabo los ensayos para la determinacion de la actividad
hemolitica de ambas fracciones para tener un valor preciso de la potencia de su
efecto hemolitico, ademas de llevar a cabo un andlisis por espectrometria de masas
para identificar la secuencia de aminoacidos de la proteina presente en cada fraccion
para asi comprender de mejor manera de donde vienen las diferencias reportadas

en este estudio.
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VII.

CONCLUSIONES

El analisis de un lisado bacteriano obtenido tras la expresion heteréloga en la
cepade E. coli C41 de la TFP de tipo hidralisina del coral de fuego M. alcicornis
permitié la obtencion de ocho fracciones cromatograficas, de las cuales las
fracciones 7 y 8 mostraron un perfil electroforético que contenia proteinas con
pesos moleculares en un rango de 25 a 31 kDa, el cual se ha reportado para
las TFPs de tipo hidralisina.

Las fracciones cromatograficas 7 y 8 mostraron el mayor efecto hemolitico
sobre eritrocitos de rata, lo cual confirmé que dichas fracciones contenian la

PFT de tipo hidralisina expresada por via recombinante.

Considerando las diferencias en los pesos moleculares de las proteinas
contenidas en las fracciones 7 y 8 es posible hipotetizar que se estan
presentando interacciones no especificas entre la etiqueta de polihistidina con

alguno de los diferentes componentes que componen la matriz de la muestra.

La cromatografia liquida de proteinas a alta velocidad, utilizando una columna
de intercambio i6nico HiPrep DEAE FF 16/10 permiti6 mejorar el proceso de
purificacion de la PFT de tipo hidralisina del coral de fuego M. alcicornis
expresada de forma recombinantes en la cepa de E. coli C41 con respecto a

la purificacién mediante cromatografia de afinidad.
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