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RESUMEN

En esta tesis se reporta la purificacién vy la caracterizacion parcial de dos citolisinas de la
anemana Bunodeopsis antilliensis, a las que se dio el nombre de antilliensina | y antilliensina 1.
Con un total de 251 g de peso himedo de organismos, se obtuvieron las citolisinas con la técnicas
de filtracion en gel, intercambio catibnico, intercambio idnico e iscelectroenfoque preparativo. El
pesc molecular se determind por medio de electroforesis en SDS-PAGE resuitando los
siguientes valores; para antilliensina |, 30, 025 Da, y para antiliiensina Il, 34, 973 Da; el punto
isoeléctrico se determind por isoelectroenfoque, obteniendo dos puntos isoeléctricos: 5.23 y 4.89.
El estudic demostré que el extracto crudo de B. antifliensis posee una actividad hemolitica en
eritrocitos de rata, humano y oveja. La sensibilidad de estos eritrocitos para ser lisados por el
extracto crudo fue diferente, teniendo una disminucion en la sensibilidad con el siguiente orden:
humano (6.7x1 0* HU/mg), oveja (3.3x10° HU/mg) y rata (125 HU/mg). La activided hemolitica fue
atribuida a las toxinas contenidas en los nematocistos, debido a que durante la extraccién, la
actividad litica se incrementd (80 %, aproximadamente) al ser descai'gados. Por esto, se presenta
una descripcion general de los cnida localizados en los tentaculos de las anémonas, obtenida por
microscopia de luz y técnicas de microscopia electrénica. Se observd que B. antilliensis contiene,
ademas de espirocistos, nematocistos del tipo b-mastigoforos microbasicos de 40 um de longitud.
Estos ultimos cnida presentaron en su interior un tubulo con espinas en arreglo helicoidal y una
estructura en forma de red. El estudio preliminar realizado con la técnica de control de voltaje en
ovocitos de Xenopus laevis, se observd que la fraccion | obtenida de la filtracién por gel (misma
fraccion que se empled para la purificacion parcial de las citolisinas), tuvo una corriente entrante
lisa asociada a un aumento de conductancia de la membrana.
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INTRODUCCION

Las investigaciones de nuevos compuestos con actividad biologica extraidos de organismos
marinos, asi como el entendimiento de mecanismos involucrados en su accién son ahora objeto de
investigaciones intensas. Considerando que las especies marinas comprenden aproximadamente la
mitad del total de |a biodiversidad mundial, el mundo marino ofrece un recurso enorme para encontrar
compuestos nuevos. México es uno de los paises mas ricos en el mundo en biodiversidad marina,

debido a su extenso litoral que abarca en los océanos Pacifico y Atlantico.

A partir de la década de los veintes, el estudio de sustancias toxicas provenientes de
organismos marinos se realiza de manera més intensa, debido al gran nimero de incidentes en
humanos a escala global que se registraron en aquella época, producidos por los cnidarios Physalia
physalis y Chironex fleckeri. La mayoria de los reportes provinieron de salvavidas o casos clinicos
publicados en zonas de América y Australia. Las lesiones producidas por los cnidarios se
manifestaron de manera masiva en la piel y, en la mayoria de los casos producian la muerte en
minutos debido a un paro respiratorio, hipoxia y paro cardiaco (Hessinger, 1988:; Fenner et al., 1998).

En la década de los sesentas, cientos de personas presentaron lesion por Physalia en las
costas de la Peninsula de Florida, Estados Unidos, y en playas del Caribe. La picadura de dicho
hidrozoario generalmente no es fatal, pero produce erupciones cutaneas y dolor muy agudo. En
algunos casos los sintomas agudos incluyen dificultades en la respiracion, aparentemente debido a
convulsiones e irregularidades cardiacas; ademas de producir una hemdlisis sistémica en el sistema
renal (Hessinger, 1988, Fenner et a/., 1996). En la misma época, Chironex fleckeri del Indo-
Pacifico fue considerado el mas peligroso de los cnidarios, su picadura produce una reaccién cutanea
donde se produce un edema considerable y necrosis subcutanea. Con 1a fatal picadura, la victima se

coiapsa en 20 minutos y la muerte aparentemente se debe a un paro cardiaco (Fenner et al., 1996).

Physalia physalis y Chironex fleckeri pertenecen al Phylum Cnidaria, que es un grupo marino,
antiguo y particularmente con un buen éxitc evolutivo, esta dividido en tres clases: Hydrozoa
(hidrozoarios), Scyphozoa o Scyphomedusae (medusas) y Anthozoa (anémonas y corales). La
caracteristica principal del Phylum es la presencia de cnidocitos, células que dan origen a un organulo
capsular llamado cnidae que contiene en su interior un tubo muy delgado, donde alacena compuestos
toxicos que soh empleados por los organismos para defensa contra depredadores para proteger su
territorio y para la captura de su alimento. El cnidae es una caracteristica taxondémicamente
importante en el grupo Anthozoa, principalmente en las anémonas debido a que |la forma de cada tipo
de nematocisto es muy especifica para los organismos de dicho grupo. Existen tres tipos de cnida
(Figura 1) (Halstead, 1978; Wood, 1988; Fautin, 1988, Hessinger y Lenhoff, 1988; Shick, 1991;
Barnes y Ruppert, 1996; Rifkin, 1996):
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Figura 1. Representacion de los tres tipos de cnida

que se pueden |ocalizar dentro del grupo Cnidaria.

1. Espirocistos: se localizan principalmente en los tenticulos donde dominan en ndmero,
constan de un tubo de diametro constante en todo lo largo de la estructura, a lo largo del tubo se
distribuyen espinas con arreglo helicoidal. el organismo emplea esta estructura para capturar su

alimento, cuando se expuisa el tubo una red fina de microfibrillas se adhieren a la presa.

2. Pticocistos: se encuentran en el ectodermo de ia columna de los organismos del grupo
Ceriantharia. Cuando son expulsadas se adhieren con las paredes de la camara donde habita el
polipo.

3. Nematocistos: se distribuyen en diferentes regiones de los organismos: tentaculos, disco
oral, acontia y columna (Figura 2). El tubo intero de este tipo de cnidae presenta espinas con un
arreglo helicoidal (Figura 3), con las cuates taladra el tejide de la presa para penetrarla e inyectar la
toxina contenida en la matriz del nematocisto, 1a toxina actua répidamente y esta disefiada para tener
inmediatamente un efecto defensivo de aturdir, inducir dolor en un depredador potencial y de
inmediato puede producir una paralisis ¢ matar a la presa.

Dentro de las respuestas agresivas de los cnidarios se presentan las siguientes: el uso de
vesiculas que se encuentran en la base de los tentaculos, captura por tentaculos, friccién con
tentacutos y filamentos del mesenterio; todes estos mecanismos estan acompanfados con la descarga
de cnida, principalmente nematocistos. La descarga de estas estructuras intracelulares se debe tanto
a estimulos mecanicos como quimicos. Es importante mencionar que los tentaculos son esenciales
para capturar la presa, debido a que por medio de ellos se tiene contacto fisico con la presa
produciendo una descarga de cnidae y una sustancia mucosa que contiene enzimas, posteriormente
el alimento es llevado a la boca (Bigger, 1988, Shick, 1991; Rifkin, 1996).
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Figura 2. Anatomia de una anémona {Fautin, 200).

Figura 3. Anatomia del nematocisto. A: represente las estructuras
de un nematocisto sin descargar. B: muestra las estructuras
que exhibe un nematocisto descargado (Brusca y Brusca, 1990).

Las evidencias presentadas en diversos trabajos sugieren que, la potencia de los efectos
fisiolégicos de los venenos de nematocistos es el resultado de interacciones sinergisticas entre varios
componentes del veneno; por lo que las toxinas son usadas como herramientas en la investigacion

ya que pueden ser candidatos para desarrollar farmacos con actividad antitumoral o vasodilatadora,




asi como principios activos con propiedades farmacocinéticas o como un agente terapéutico, debido
a que los componentes de los venenos se usan de forma individuat (Hessinger, 1988; Shick, 1991;
Turk, 1991).

La mayoria de las toxinas inmersas en la matriz del nematocisto tienen como blanco la
membrana plasmatica de las células susceptibles, esto se debe a que esta es la parte mas accesible
de una célula blanco, especialmente si la toxina es una macromolécula hidrofilica (Figuras 4a y 4b).
Se necesita una cantidad reducida de toxina para saturar los sitios de unién en la superficie celular.
Dentro de las funciones de ia célula que se llevan a cabo en la membrana son: excitacién, regulacion
de metabolismo, mantenimienta de la integridad celular, transporte y reconocimiento; estas funciones
representan blancos potenciales para las toxinas. Las tres primeras funciones son el mejor blanco de
las toxinas, at producir inhibicion o interrupcidn de esas funciones da por resultado un efecto
inmediato, de daod o la muerte (Hessinger, 1988; Shick, 1991; Bernheimer, 1990; Kem et a/., 1990;
Waker y Masuda, 1990; Norton, 1991).

Las toxinas son muy especificas en su sitio de accién y por eso son valiosas como
herramientas biologicas. Se llama toxina al compuesto quimico que produce efectos deletéreos en los
organismos vivos, puede tener una funcidon de defensa y alimentacidn; consiste de una o muchas
entidades guimicas manifestadas en una especie capaz de producir cambics patoldgicos en una
segunda especie. Las toxinas pueden dominar la presa por blogueo del sistema responsable de la
lacomocion, circulacidn ¢ por la coordinacién. No existe una clara distincion entre toxinas y venenos,
aunque eéstos ultimos son considerados como tal por ser actives cuando son inyectados por las
especies que las producen. (Waiker y Masuda, 1950).

Se ha observado que la mayoria de las toxinas son de origen proteico; estas sustancias son
de dos a cinco veces mas letales que los venenos no proteicos (Hessinger, 1988). Algunas proteinas
toxicas, debido a su gran tamafo y arreglo tridimensional, pueden expander la membrana celular
afectando la permeabilidad y/o los procesos citoplasmicos. Otras proteinas son capaces de tener
cambios conformacionales y funcionales desde su estado inactivo hasta el activo en respuesta a
cambios de condiciones extrinsecas (Hessinger, 1988; Bernheimer, 1890; Kem et af, 1990; Turk,
1991).

Todas las toxinas de anémonas que han sido caracterizadas son péptidos o proteinas. De mil
especies de anémonas identificadas hasta ahora, aproximadamente de una docena se han estudiado
compuestos tdxicos, los cuales son altamente selectivos afectando un proceso o receptor celular a
concentraciones minimas, de nanogramos hasta unos cuantos microgramos (Tablal) (Walker y
Masuda, 1990).
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Figura 4. A: Vista tridimensional de Ia membrana. La mayoria de los modelos propuestos para las
membranas bioidgicas, mencionan que éstas consisten de una bicapa lipidica que forma una red
estructural, en la cual las proteinas estan unidas y embebidas para proporcicnar los centros
funcionales dentro de las membranas. B: Seccién transversal. Las cabezas polares o hidrofilicas de
los lipidos estan dirigidas hacia el exterior y sus colas hidrofébicas se extienden hasta la mitad de la
capa {Avers, 1991).

Con base en investigaciones in vivo de animales, estudios in vitro, asi como observaciones
clinicas, se sabe que las toxinas de las anémonas cantienen neurotoxinas, citolisinas, cardiotoxinas g
inhibidores de proteasas, que intervienen en la coagulacion de la sangre de vertebrados ¥ que se
Caracterizan por ser potentes y producir reacciones intensas en la piel manteniendo reacciones




locales {Ferlan y Lebez, 1974, Bermheimer y Avigad, 1978; Hessinger y Lenhoff, 1988: Kem, 1988b;,
Fenner et al, 1996). En general, las toxinas de anémonas tienen tres mecanismos de accion en |a
célula (Hessinger, 1988; Kem et al,, 1990; Bernheimer, 1990; Norton, 1991; Shick, 1991):

1. Citolitico: las citolisinas alteran la membrana celular afectando la permeabilidad y ©
integridad celular. La citdlisis, o en ef caso de los eritrocitos, la hemdlisis, es una de las acciones

producidas por las toxinas de los nematocistos comunmente reportada,

2. Neurotoxico: las toxinas actdan principalmente en membranas excitables, afectan
espacialmente los mecanismos asociados con la transmisién sindptica.

3. Regulador: las toxinas estimulan o inhiben procesos metabdlicos vitales, como la
vasodilatacion.

Las neurctoxinas de anémonas afectan de manera selectiva los canales iénicos de la
membrana que intervienen én la funcion de los sistemas nervioso, cardiovascular y muscular (Figura
5). Este tipo de toxinas actlia en la inactivacion del canal de sodic, ¥y prolonga la repolarizaciéon en
membranas excitables, esto origina una gran relacion de neurotransmisores que producen
convulsiones y paralisis en las presas y depredadores, es decir, cuando un organismo es envenenado
con una neurotoxina, el potencial de accion puede continuar aproximadamente un segundo después
de la accion de la toxina, la cual, normalmente se lleva a cabo en milisegundos. Esto da como
resultado en una liberacion masiva de neurotransmisores en las terminaciones nerviosas, causando
hiperexcitabilidad, convulsiones y hasta la muerte (Halstead, 1978, Conn, 1993, Kem, 1988a; Tu,
1988; Shick, 1891; Norton, 1991; Fenner ef al., 1996).

Las neurotoxinas de anémonas se han clasificado en dos grupos: tipo 1, polipéptidos que se
encuentran en Anemonia viridis de la familia Actiniidae, toxinas con un promedio de 27 aminoacidos y
peso molecular de alrededor de 3, 000 Da; tipo 2, polipéptidos presentes en Stichodactyfa, anémona
perteneciente a la familia Stichodactylidae, este tipo de toxinas tiene cadenas grandes de 46 O 47
aminodcidos y peso molecular de alrededor de §, 000 Da. Ambos presentan cerca del 30% de
homologia en su secuencia de aminodcidos y se unen a sitios diferentes del canal de sodio. Cabe
mencionar que toxinas con iamafos similares se han encontrade en otras anemonas incluyendo
Condylactis gigantea y Anthopleura xanthogrammica {Shick, 1991; Kem, 1988a; Norton, 1991).



Figura 5. Representacién esquematica de un canalliénico en la membrana. Una caracteristica de las
membranas es la presencia de poros acuosos (canales); la existencia de estos se ha propuesto para
explicar la alta permeabilidad de ta membrana plasmatica al agua y otras moléculas pequefias
(Nicholls et al., 1992). La flecha sefala el canal ionico.

Las toxinas de anémonas han llegado a ser importantes para investigar la topografia del canal
de sodio. Quizés cada uno de los cuatro dominios homologos del canal de sodio pueden poseer sitios
de union para las diferentes toxinas, esto es quizas por la variacion considerable de las secuencias
del canal de sodio. Otra aplicacion de las toxinas de anémonas es que pueden emplearse para el
disefic de insecticidas que no afectan a los mamiferos, ya que existen diferencias fundamentales en
la susceptibilidad a las toxinas de anémonas de los canales de sodio en artrépodos, asi como en
crustaceos e insectos, y veriebrados (Béres et al., 1975; Frelin et al., 1984; Elliot et a/., 1986; Norton,
1991; Loret et al., 1994; Salgado y Kem, 1992).

El efecto de las neurotoxinas de anémonas en el canal de sodio tiene una alternativa
terapéutica en tratamientos congestivos de enfermedades del corazdn. Al retrasar el cierre del canal
de sodio, las toxinas de anémonas favorecen temporaimente el flujo de sodio hacia el interior de
células cardiacas promoviendo la liberacidn de calcio en el reticulo endoplasmico, incrementando la
intensidad de contraccion ventricular. Los polipéptidos As-ll (toxina [l de Anemonia sulcata) y Ax-l
(toxina | de Anthopleura xanthogrammica) son ejemplos de este proceso fisiolégico (Kem, 1988a, b;
Norton, 1991).

Se ha comentado que las toxinas tienen un blance especifico en el sistema de |la membrana;
pero.cuando una toxina no tiene una accidn especifica, se presenta una estrategia citotdxica que ha -
sido seleccionada por el organismo que la contiene (Bernheimer y Rudy, 1986; Bermheimer, 19390).



Las citoiisinas son un grupo heterogéneo de proteinas que cuenta con una accién comun de
destruir células al eliminar la barrera permeable de su membrana. Se ha demostrado que las
citolisinas poseen una actividad hemolitica potente y la lisis celular es facilitada por insercidn de sus
porciones hidrofébicas dentro de la bicapa de la membrana (Figura 4b) {Bernheimer y Rudy, 1986,
Bernheimer, 1990; Turk, 1921, Rossjohn ef af., 1997).

El conocimiento de las citolisionas extraidas de anémonas permite categorizarlas como:
citolisinas inhibidas por esfingomielinas, metridiolisinas y lisinas de Aiptasia; estos tipos de
compuestos cuentan con pesos moleculares entre 15, 000 y 135, 000 Da (Bernheimer, 1990, Norton
et al., 1990; Shick, 1991).

Se han propuesto dos modelos diferentes para explicar el mecanismo por el cual los
eritrocitos y otros tipos de células son lisadas por el grupo tiol {SH-) que activa toxinas:

a) La interrupcién compieta de |a integridad celular. La citotoxicidad puede ser observada por
un ataque sobre la membrana celular, produciendo la destruccion de la funcién de barrera mediante
la interaccidn con colesterol en ciertas regicnes de la membrana, causando una transicion de fase
lipidica. En este momento se fragmenta y rompe la membrana. En este modelo se forman estructuras
en forma de anillo que son productos poliméricos incidentales, que no sélo participan en procesos
liticos {Figura 6) (Bernheimer y Rudy, 1986, Bemheimer, 1990, Rossjohn et &/, 1897).

Figura 6. Lisis por interrupcion completa de |a integridad celular. Los mondmeros de la toxina () se
asocian con el colesterol de la membrana embebiéndose en esta estructura, dando lugar al proceso
conacido como oligomerizacion, que finaliza con la formacidn de un anilfe (Rappouli y Montecucco,
1997).




b) La formacién de poros selectivos producidos por toxinas ionoféricas. Muchas de las
citolisinas son capaces de formar poros o canales en la membrana plasmatica de células, y su accion
citolitica puede ser un resultado de su aceién selectiva; esto es, las estructuras en forma de anillo
generan poros grandes a través de los cuales el agua y las sales pueden pasar, aconteciendo el
clasico tipo de hemolisis osmoética. Un ejemplo de citolisina (10, 000 a 20, 000 Da) se encontré en
anémonas del género Stichodactyla, que forma un poro en la membrana celular a través del cual los
iones pueden escapar. Bernheimer les da el nombre de actinoporinas {Figura?) (Bernheimer y Rudy,
1986, Kem, 1988b; Walker y Masuda, 1990).
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Figura 7. Formacion de poros selectivas. 1) Mondmero de la toxina con sus extremos C- y N-
terminales. 2) Unidn de la proteina a |la membrana por afinidad. 3) Formacién de un hexamero. 4) El
hexamero penetra a la membrana en su parnte lipidica creando un poro. 5) El poro formado
perrmite el paso de iones y otras moléculas pequenas (Rappouli y Montecucco, 1897).

£n 1990, Bermnhemimer da una clasificacidén de las toxinas de anémonas con actividad
citolitica, basandose en sus caracteristicas y posibles mecanismos de accidn, agrupd estos

compuestos en tres categorias:

1. Péptidos inhibidos por esfingomielinas, con un peso molecular entre 15, 000 y 21, 000
Da. El primer péptido de este tipo que fue descrito se aislé de Condylactis gigantea, y el que ha sido
mas estudiado es la heliantolisina extraida de Stoichactis helianthus. Por la capacidad de lisar
eritrocitos de memiferos in vifro se emplea para estudiar esta actividad. Las heliantolisinas son un
segundo ejemplo de toxinas inhibidas por esfingomielinas. Se ha determinado su secuencia de
aminodcidos y se sabe por esto que tienen un peso molecular de 16, 600 Da. La lisis que ocurre
depende de la formacion de canales transmembranales que se originan por la agregacidon de
moléculas toxicas en la bicapa, aunque se ha sugerido que este mecanismo también puede ocurrir
por una accidn de tipo detergente.



2. Metridiolisina, péptido activado por el grupo tiol (-SH) con un peso molecular de 80, 000
Da; aislada de Metrigium senile. La metridiolisina es una proteina que tiene un pl de alrededor de 5,
es termolabil y es inactivada por enzimas proteoliticas, su toxicidad es activada por el grupo tiol e
inhibida con bajas concentraciones de colesterol. La accién de la metridiclisina en membranas esta
asociada con la formacion de anillos de 33 nm. Estas caracteristicas son similares a las de las
citolisinas producidas por estreptococos, pneumococci, bacilos y clostridia,

3. Aiptasiolisina, toxina con un sistema hemoiitico que incluye la accidén cooperativa de la
fosfolipasa A y otras dos proteinas. Esta toxina se obtuvo de la acontia de la especie Aiptasia pallida.
La actividad litica este compuesto fue observad en eritrocitos de rata requiriendo la presencia de
calcio para llevar a ¢abo |a lisis.

La funcion de algunas citolisinas puede ser secundariamente litica, su efecto principal
comienza en la produccién de dolor, inflamacién y paralisis neuromuscular (Shick, 1991; Tu, 1988).
Las citotoxinas de anémonas podrian ser empleadas como quimioterapeudticos para atacar
selectivamente células tumorosas, esta importancia biomédica se les ha atribuido debido a que, las
observaciones en estudios realizados con citotoxinas de otros organismos la toxina se adhiere a una
molécula especifica en celulas de tumor matando a ia célula por inhibicidon de su sintesis proteica
(Kem, 1988a; Kem et a/,, 1989; Turk, 1991).

Son pocos los trabajos que describen |a citotoxicidad de las citolisinas de anémonas vy
particularmente su accion antitumoral. Esta ultima actividad biolégica se estudid in vifro e in vivo con
la toxina de la anémona Actinia equina {equinatoxina), y se observd que la toxina aplicada por '
inyeccion intraperitoneal en ratones con carcinoma produjo un incremento en la supervivencia de los
ratones en un factor de unc a dos (Giraldi ef af., 1976), en Condylactis aurantiaca la actividad
antitumoral en tratamientos de melanoma o sarcoma en ratones, no incrementd la supervivencia de
astos organismos (Sedmak, 1986); la toxina Sh Il extraida de Stychodactia fue empleada como
conjugado con anticuerpos monoclonales contra un antigeno expresado en linfocitos-T inmaduros, en
esta investigacion el hibrido perdid su actividad hemolitica pero retuvo su citotoxicidad contra células
del antigeno (Avila ef a/. 1988). Con base en estudios de este tipo, se ha propuesto construir
inmunotoxinas especificas usando un conjugade de anticuerpos monocionales y citolisinas de
anémonas. La principal ventaja de las inmunotoxinas compuestas de citolisinas de anémonas es que
no necesitan ser aplicadas directamente en el espacio intracelular para destruir un neoplasma
particular. Para ias investigaciones futuras se plantea como objetivo describir la caracterizacion y [a
comparacion de toxinas aisladas de diferentes especies de anémonas, principalmente la evaluacion
de sus efectos farmacolégicos en diferentes tejidos y drgancs.

Las toxinas de anémonas han sido estudiadas extensivamente desde 'a década de los

setentas, y a partir de la década de los ochentas se comenzé a caracterizarlas describiendo su
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estructura terciaria, mecanismas de ionotropismo cardiaco, biosintesis, localizacidn én tejidos y
funciones en la biologia del organismo gue las contiene {Kem, 1988b; Norton, 1891, Fautin y Mariscal,
1991). En |a década de los 60’s Hessinger y Lenhoff reportaron por primera vez el veneno de la
anémona del género Aiptasia, el cual causa hemdlisis (iisis de eritrocitos), En 1975, Béresss y
colaboradores aislaron los primeros polipéptidos de la anémona Anemonia suicata; a los cuales se les
dié el nombre de As-I (altamente tdxico para artropodos) y As-li ( altamente toxico para vertebrados),
con un peso melecular de 5 000 y 3, 000 Da, respectivamente; ambas con un puente disulfuro
{Bernheimer, 1990). La citolisina mas investigada es un polipéptido basico aislado de la anémona
Stichodactyla hefianthus con un peso molecular de 17, 000 Da (Bemheimer y Avigad, 1976).

ta investigacion de una toxina puede ser dividida en varios pasos, cada uno tiene como
finalidad remover impurezas que estan mezcladas con el compuesto de interés. Como las toxinas de
anémonas de mayor importancia biomédica son derivados peptidicos, los métodos empleados para
su purificacién se basan en aquellos que han sido disefiados para este tipo de moléculas. Una
increible variedad de métodos de separacidon ahora estd disponible para purificar proteinas,
cualquiera que sea su fuente. Algunas innovaciones en la purificacion de toxinas ocurrieron en la
década de fos ochentas, que facilitaron enormemente las investigaciones fisiolégicas vy
farmacoldgicas de los mecanismos de accion de toxinas (Hessinger, 1988; Kem, 1988a; Béres et al.,
1993; Malpezzi ef af., 1993; Carli et a/., 1996; Delfin ef al., 1996).

El paso incial en la purificacidn de una toxina es su localizacién en el organismo, seguida de
la extraccion de todo o una parte del organismo, en la cual se incluye la homogeneizacion, aplicacion
de choques eléctricos, agitacion, ciclos de congelado v descongelado, centrifugacion, ultrafiltracion y
precipitacion; Qtitizando uno de éstos métodos, o bien, la combinacién de varios. Los siguientes pasos
incluyen principalmente técnicas de cromatografia liquida de rapida resolucidn (fast performance
liquid chromatography, FPLC) como cromatografia en fiitracién de gel, cromatografia de intercambio
ibnico, cromatografia de afinidad, técnicas de cromatografia liquida de alta resolucidn (high
performance liquid chromatography, HPLC) como cromatografia de intercambio idnico vy
cromatografia de fase reversa, asi comao Ias diferentes tecnicas electroforéticas son empleadas en fa
purificacion y caracterizacion de proteinas (Kem, 1988a; Norton et al., 1990; Lindsay, 1992; Khoo et
al, 1993:; Salinas et al., 1997; Zykova et al., 1898)

Por otro lado, los bioensayos que se han aplicado en la evaluacién bioldgica de las toxinas,
se han efectuado in vivo en animales de laboratorio u otros organismos tales como crustaceos y
peces, in vifro en cultivos celulares y en celulas sanguineas obtenidas de diferentes especies de
mamiferos. En la tabla 1 se presentan algunos trabajos enfocados en citolisinas de anemonas
mencionando datos como: autor(es), afio, especie(s) de anémona(s) estudiada(s), organismo o

células en que se realizaron los bioensayos, entre otros.
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Tabla 1. ANTECEDENTES

I

AUTOR(ES) ANO |ESPECIE(S) ESTUDIADA(S) BICENSAYOD ORGANISMO DONDE i TOXINA PESO MOLECULAR PUNTCO ACTIVIDAD LITICA [RESPUESTA DOSIS LETAL
SE APLICG EL BICENSAYO  OBTENIDA ISOELECTRICO,
Alvarez, C. et al. 1998 | Stichodactyta helianthus hemoilitico polipéptido
Anderiuh, G, etal. 1997 ]Actinia equina remolitico bovine eguinatoxing-1l {EqTx 4 19kxDa EqTx It 105 **1.00 (toxina sin mutar)
{con {sin mutar) {sin mutar) **0,0077 (mutante: K77C)
mutagénesist **1,14 {(mutante. R126C)
°*1,51 (mutante: A125C)
Anderiub. G. et al. 1998 |Actinia equina citotdxico proteina |
Arilfo, A. et al 1994 | Anemonia sulcata citotéxico -}
Batista, U. et at. 1990 |Actinia equina citolitico células V-79-379 groteina EqTx It 19xDa EqTx Il 10,5 A.Mmule.'L {~34.20ng/ml} T
Batista, L. v Sentjurc, M. 1595 |Actinia equina citolitico células prateina EqTx It 19kDa EqTx)l 105  [3,75pg710" eélulas 7
Belmonte, G. et.al. 1594 |Actina eguina [citotoxico proteina B
Bernheimer, A. W. y Avigad, L. 5.] 1976 | Stoichactis hefianthus citolitica T
Bernheimer, A. W. et al, 1981 (Tealia, Epiactis, Arthopleura,  |citolitico humano, oveja, conejo, polipéptido T
Corynaclis, Pachycerianthus perro y caballo
Bernheimer, A. W. et al. 1982 | Condylactis gigantea citolitico conejo y cangrejo proteina =
Bernheimer. AW, et al. 1984 |Pseudactinia varia citolitico oveja proteina T
Bernheimer, A.W 1990 |Metridium sends, citolitico péptidos y N
Aiptasia pafliida proteinas
Cariberg. M. 1983 | Metridium senite, Tealia feling dopa T
Carli, A. et. al. 1996 |Aequorea sequorea, citotéxico célutas V79 nematocistos Aequorea aequorea 76,6x10° Nim) A
Rhizostoma pulmo, Rhizostoma puime 33,9x10 Niml !
Anemonia sulcata Anernonia sulcata 651:10'me| !
Cline, E. |. y Wolowyk, M. W, 1995 |No se especifica hemelitics rata, cobayo polipéptido y ‘!
humano,perre _proteina \
Delfin, J. et. al. 1996 { Stichodactyla helianthus anémonas proteinas ]
Dellacorte, C. 1994 | Condylactis gigantea dcidos nucleicos .
Galettis. P. y Norton, R, S, 1990 |Actiria tenebrosa citolitico cobayo, cangrejs péptidos y T
pioteinas
Giese, C. et al. 1996 |Heteractis magnifica, citolitico crustaceos (LD50) y proteinas las tres toxinas Entacmaea 0.75ng!ml “Entacmaea 100pg/ml 7
Entacmaea quadricolor, humano (HUSQ) 20kDa Heteractis 64ng/ml ‘Heteractis 100pg/ml
Condyloctis gigantoa Condylactis S8ngim! “Condylactis 100pg/ml
Ishida, M. et. al. 1997 |Halcurias sp canales idnico, cangrejo y raton polipéptido T
hemolitico
Kem, W. R. y Kunn, B. M, 1988 | Stichodaclyla helianthus citolitico rata proteina T
Khoo, H. E. et al. 1995 |Meteractis magnifica, citolitica rata péptidas y las tres toxinas HMgl 9.4 HMg | 1.55:1OTHUfrng T
Actinip equina proteinas 19kDa HMgil 10.0 HMg 1l 4.5x10'HUfmg
£qTx Il 105 JEqTx 1l 4.5¢16"HU/mg
Khoo, H. E. et al. 1997 |Metoractis magnifica, hemailtico proteina
Actinia aqiing
Khaoo, 5. K. etal. 1993 {Heteractis magrific citofitico fatén polipéptide  |las dos toxinas HMgt 9.4  [HMg! 3.6x10fHUMg HMg | 0.14ugig 7
19kDa HMgil 100 |HMg it 3.3x10" HUimg HMg Il 0.32ug/g |
Lafranconi, W. M. et al, 1984 |Actinie aquina vascutar ratas proteina 100ng/ml
Lin, X. Y. etal. 1996 |Actinia equina citol tico cangrejos y rata polipéptidos  [Ae | ~19,8kDa 4030 HWm (rata) 2 {cangreja) 7
Macek y Lebez 1982 |Actinia aquina citolitice oveia y ratas péptido EqTx 20kCa EqQTx 12,5 <1xm (oveja} 33pg/Kg {ratas)
Macek y Lebez 1888 jActinia equing citolitico ratones péptido y EqTx ! 19kDa EqTx1 98 EqTx1 23ug/Kg 7
proteina EqTx ll B-12kDa EqTx It 105 EqTx il 35ug/Kg
EgqTx il 19kDa EqTx Ill_10.5 EqTx il 83pa/Kg
Macek, P. et af. 1994 | Acitria equina citolitico biwino, humarna, polipéptio Ae Il 15-20kDa EqTxil 105 |560ng/ml (bovino} ~ 13" (L1210) 7
oveja, porcino 63, 6ng/ml (humana} ~10"M (ehrlich ascites)}
y céhilas de maifero 37.4ng/mi{aveja) >510% (macrédfagos)
[ 51,8ng/mi{porcino) 108 (células V-75-379) ]




AUTOR{ES) ANO |ESPECIE(S) ESTUDIADA(S) BIOENSAYO ORGANISMO DONDE TOXINA PESO MOLECULAR PUNTO ACTIVIDAD LITiCA |RESPUESTA DOSIS LETAL
SE APLICO EL BIOENSAYO  OBTENIDA ISOELECTRICO
Mahnir, V. M. et al. 1993 | Varias del norte dal Paclfico hemolitico raton, célutas de tumar,
virus y bacteria
Malpezzi, E. et al. 1993 |Bunodosoina caissarum hemaolitico o péptido
Malpezzi, E. 1996 [Bunoosorma caissarum clitotdxico y ratones cobayo péptidos
B neurotéxico - -
Malpezzi, E. 1997 |Bunodosema caissarum hemalitico y
) canales idnicos
Mebs, . et al. 1883 | Gyrostomma hellantus. hemolitico ratén, polipéptidos | Gyrostorma 10kDa Gyrastorna 0,7 1pgé/ml Gyrostomea > 20my/Kg (raton)
Radianthus koseirensis, pez Radianthus 5.455k0Da Radianthus 0.75ugfmi Radianthus >20mg/Kg (raton)
Rhodactis rhodostoma Gyrostome 2pg/ml {pez)
- Radianthus 3ugimi {pez)
Mebs, D 1994 |Heteractis magnifica, hemolitico humana (HUS0). proteina las das] Entacmasa 0.25ug/ml ‘Entacmasa J.5ug/mi
Entacmaea quadricolor peces (LOS0) foxinas 20kDa Heteractis 0.15pg/ml *Hetaractis 0. 3 g/ml
Meinardi, E. et al. 1994 |Phymactis clematis hemolitico péptido
Meinardi, E. et al. 1995 |Phymactis clematis hemalitico borrego
Monastyrnaya, M. M. et al. 1988 | Metridium senife
Monastyrnaya, M. M. et al. 1990 | Radianthus macrodactylus, hemolitico y conejo.erizo de profeina
Metridium Senile canales idnicos mar (hueves)
Narat, M. et al. 1994 {Actinia equina inmunoldgico y ratén 19.8kDa I5ug/Kg
citolitico
Norton, R, 5. et al. 1990 |Actinia tenebrosa citolitico y ¢obayo protelna toxina A 20,54kDa toxina A 9,4 &lenebrosina A 0,7nM
estimutacion toxina B 20,78kDa toxina B - &tenebrosina B 2,2nM
cardiaca toxina C 19,42kDa toxina C >10 Ztenebrosina C 3,0nm
Pazos, I F. et al. 1898 | Stichodactyla helisnthus hemolitico proteina
muodificada
Pederzolli, C. et al. 1985 [Actinia equina citotéxico eritracitos y células polipéptidos
de tumor en humang
Shiomi, ¥, et al. 1897 |Anemonia erytrhaea hemolitica y ratén y cangrejos polipéptio
neurotdxico
Suzuki, T. et al. 1997 | Anthopleura japonicus péptido
Tejuca, M. et al. 1996 | Stichodactyla helianthus citolitico y péptido
canales idnicos
Turk, T. 1981 |Actinania sp.
Zhadan, G. et al. 1994 |Radianthus macrodactylus citotéxico perros polipéptido
Zykova, T, A etal 1998 |Radianthus macrodactylus citolitico rat6n y cangrejo proteina

*Concentracién maxima de toxina

HMg: toxina extralda de Heteractis magnifica

EqTx I: toxina |l extralda de Actinie equina

Ae i toxina | extralda de Actinia equina
N/ml; nimere de nematocistos en un milititro para lisar ef 50% de célutas
**Actividad hemoltica relativa registrada a una absorbancia de 700nm

&Concentracon de toxina requerida para obtener el 50% de 1a maxima actividad isnotrdpica
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HIPOTESIS

Aungue los polipéptidos neurotdxices han atraido la mayor atencion en el Phylum Cnidaria, la
variedad de proteinas citoliticas parece ser mas amplia. En el caso de las anémonas se presentan
tanto neurotoxinas como citolisinas, siendo estas Ultimas de gran importancia para la captura y
digestion de sus presas, ademas de ser de gran utiidad en la biomedicina como agentes
quimioterapéuticos. Con base en esto, en el presente estudio se pretende encontrar una toxina con
actividad citolitica de la anémona Bunodeopsis antilliensss, especie no estudiada desde el punto de
vista toxicologico.

QOBJETIVO

Purificar y caracterizar parcialmente una toxina con actividad citolitica en la anémona B.

antifliensis, de la familia Boloceroididae.

METAS

- Aislar, purificar y caracterizar parcialmente una toxina bioactiva de B. antilliensis.
- ldentificar la actividad citolitica producida por 1a toxina.

- Describir, de manera general, el cnidae o los cnida presentes en los tentaculos de la anémona.
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AREA DE RECOLECTA

El estado de Quintana Roo ocupa la porcion oriental de la Peninsula de Yucatan, la cual se
situa en una amplia plataforma de carbonato de calcio; con una altura promedio sobre el nivel medic
del mar de 10 m. En la parte norte de Quintana Roo, el suelo es del tipo terra-rosa, mientras que

hacia €l sur predominan los suelos que son ricos en humus (SEP, 1982; Merino-lbarra y Otero-
Dévalos, 1991). .

El relieve es escaso con una alta permeabilidad de las rocas calcareas que forman la
Peninsula, impidiendo la existencia de corrientes de aguas superficiales, siendo la unica corriente de
importancia el Rio Hondo, que limita a México de Belice. El aporte de agua del subsuelo esta
directamente relacionado con las lluvias que se presentan principalmente en verano, teniendo un
clima calido-humedo entre Aw1 y Aw2, segun la clasificacién modificada de Kéeppen. La precipitacion
pluvial es maxima en los meses de veranc, con un valor superior a los 750 mm. La tempertura media
anual es de 27° C. Quintana Roo posee tres regiones naturales: selva, sabana y litoral; contando con
860 Km de ésta uitima regién, A lo largo de toda la costa corre una barrera arrecifal mas o menos
desarroliada y con algunas interrupciones (Jordan, 1979, SEP, 1982).

Durante el afo se presentan tres vientos dominantes; 1) los alisios, presentes durante todo el
ano y en particular en verano, con una velocidad media de 30 m/seg, soplando generaimente de
noroeste a suroeste; 2) tos nortes, que se presentan durante el otofio y el invierno en la parte norte de
Quintana Rog; y 3) los ciclones, cuyos movimientos giratorios alcanzan grandes velocidades y azotan _
al estado, principalmente durante los meses de agosto, septiembre y octubre (SEP, 1982; Merino-
tbarra y Otero-Davalos, 1891).

Las corrientes en las costas de Quintana Roo tienen dos direcciones, de norte-noreste y sur-
suroeste, © s'ea, en direccion paralela a la costa, las cuates podrian formar parte de uno de los giros
ubicados cerca de Puerto Morelos (Merino-lbarra y Ctero-Davalos, 1891).

La zona marina de Puertc Morelos esta situada a los 20°-50' de latitud Norte y 86° 55' de
longitud Oeste (Figura 8), posee un sistema arrecifal de barrera con orientacion norte-sur. El arrecife
esta compuesto por corales escleractinios, gorgonaceos, algas y otros organismos asociados; la zona
marina esta dividia en laguna arrecifal, arrecife posterior, cresta arrecifal y arrecife frontal (Jordan et
al., 1981; Merino-Ibarra y Otero-Davalos, 1991).

El area de recolecta de la anémona Bunodeopsis antilliensis se ubicé en la laguna amecifal de

Puerto Morelos, 1a cual esta delimitada por la linea de costa y la barrera arrecifal; 1as dimensiones de
esta depresion varian a lo ancho entre los 350 y 1600 m, con una profundidad de 3 m a 8 m (zona
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sur); el fondo de la laguna esta cubierto por comuidades de pastos marinos, con mayor abundancia
de Thalassia estudinum Banks, ex Koing, combinado con algas de las que destacan por su
abundancia las de! género Halimeda Lamouroux, Penicillus Lamarck, Rhipocephalus Ktzing,
Lobophora Lamouroux, Avrainvillea Decaisne y Udotea Lamouroux. (Colinas-Sanchez y Briones-
Fourzan, 1990; Merino-Ibarra y Otero-Davalos, 1991; Tussenbroek, 1995),

El arrecife posterior con una profundidad de 1 a 2 m, esta constituide por una gran diversidad
de especies de corales escleractinios, destacando por su abundancia Acropora palmata, corales
gorgonaceos, algas y una gran variedad de organismos asociados. La cresta arrecifal o rompiente es
una zona somera donde el basamento arrecifal alcanza su maxima altura, con una profundidad de 1.0
a 0.5 m: en esta zona se encuentra gran cantidad de pedaceria de corales y crecimientos de algas
incrustrantes, corales y otros cnidarios. El arrecife frontal tiene una profundidad maxima de 20 m, con
colonias de gorgonaceos abundantes y en menor medida de escleractinios, algas calcareas y
esponjas (Jordan et al., 1981; Merino-Ibarra y Otero-Davalos, 1991).
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Figura 8. Ubicacién del area de estudio. Arriba, la flecha indica donde se localiza Puerto Morelos.
Abajo, los asteriscos sefalan las zonas donde se realizd la recolecta de Bunodeopsis antifliensis.



ALGUNOS ASPECTOS DE LA BIOLOGIA DE LAS ANEMONAS

Brusca y Brusca (1990), Shick (1991) y Fautin (2, 000) mencionan [os siguientes aspectos de
ia biologia de las anémonas:

Las anémonas son organismos con una alta diversidad en los océanos, las podemos
encontrar desde los tropicos hasta los polos (Figura '9, y a profundidades que van desde los 2 metros
hasta los 6, 000 metros.

Figura © Distribucién mundial de las anémonas. La mayoria de los puntos indican registros exactos
de alguna(s) especie(s) de anémona(s). Las fuentes de informacion que refieren la localizacion de
anemonas provienen de expediciones cientificas, reporte de especies de anémonas en articulos
cientificos de diferentes areas, colecciones de museos, entre otras (Fautin, 2, 000).

Morfoldgicamente hablando, las anémonas tienen forma de pélipo, el cual consiste de un
cuerpo tubular, donde el extremo superior se ubica la boca rodeada de tentaculos huecos y en su
extremo inferior existe un disco pedal (Figura ‘4. El cuerpo o la columna de ia anémona es lisa o con
vesiculas, esférulas marginales o pseudoesféulas y otras estructuras especializadas. Los tentaculos
pueden o no ser retractiles. El esfinter {musculo que ayuda a la contraccion de los tentaculos) esta
ausente o presente en el endodermo o mescglea.

Los antozoarios, grupo al que pertenecen las anémonas, estan caracterizados por dos
astructuras anatémicamente relacionadas, la actinofaringe y los mesenterios, que son anicos entre los
pdlipos de los cnidarios. La actinofaringe de la mayoria de las especies contiene por o menos un
canal especializado ltamado sifonoglifo, el cual conduce agua dentro del coelenteron. En ta mayoria
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de las anémonas y corales, dos sifonoglifos estan situados de manera opuesta (uno frente a otro) en

la actinofaringe. Los sifonoglifos y sus estructuras asociadas imparten una simetria bilateral o biradial
en el polipo.

Los mesenterios estan adheridos a los sifonoglifos v pueden estar anatdomicamente
especializados conteniendo cilios; por esto se infiere que los mesenterios incrementan la superficie
para la respiracion y especialmente para la absorcion de la comida, otra funcidén que se ha otorgado a
los mesenterios es la de soporte. La acontia (grupc de filamentos mesentéricos) puede estar o no

presente; esta estructura produce secreciones que funcionan durante la digestion,

Las anémonas han sido caracterizadas como maquinas depredadoras y su biologia en la
alimentacion ha sido de gran interés para muchos investigadores. Los cnidocistos y sus contenidos
juegan un papel central en la captura de presas, responden a estimuios mecanicos y quimices de
estas. Los tiopos de cnidae que se pueden encontrar en las anémanas son. espirocistos, atricos,
holotricos, mastigéforos micrabasicos b- y p-, amastigéforos microbasicos y macrobasicos. Aungue
son estrictamente carnivoras, algunas especies de anémonas pueden ser polifagos oportunistas, y
como muchos invertebrados marinos incluyen materia organica disuelta y detritus en sus dietas. Su
capacidad digestiva es amplia e inciuye enzimas que actuan extracelularmente para fragmentar
presas grandes, asi como digestivas intracelulares que actian sobre particulas pequefias. Su
naturaleza politrofica se extiende hasta el nivel de productores primarios, debido a las algas
simbiontes gue las anémonas hospedan en fa zona intracelular. La influencia de cada endosimbiosis
contribuye en ia transferencia de energia y en el reciclamiento de nuirientes y desechos

nitrogenadoes, en la conducta, y en el intercambio de gases por respiracidn.

El mayor éxito evolutivo de las anémonas son sus diversas estrategias de reproduccion
asexual. Este tipo de reproduccién puede llevarse a cabo por alguno de lo siguientes procesos: 1)
fisién longitudinal: la comuna de la anémona presenta una hendidura longitudinal resultando dos
partes, cada parte origina una anémona joven, y esto da como resultado grupos grandes o clones de
individuos genéticamente idénticos, como en las especies Anthopleura, Diadumene y Metndium. El
proceso menos comun es la laceracién del disco pedal, en esta region de la columna, la anémona se
extiende y al desplazarse se originan pequefos fragmentos del disco, y cada uno de estos se
desarrolla en una anémona joven. Esto se puede observar en las especies Diadumene, Haliplamene
y Metridium. 2) Fision transversal, cerca del extremo inferior de la columna se hace una fision
transversal generando un organismo nuevo (Gonactinia prolifera). 3) Laceracion basal, por
constriccion de fragmentos de la columna y disco basal se desarrollan anemonas jovenes. Este
proceso se lleva a cabo Unicamente en los organismos que pertenecen a las tribus Boloceroidaria y
Mesomyaria. 4) Gemacién, se origina una yema que posteriormente presenta el procesc de

regeneracion in situ. La yema se desarrolla de un solo tentaculo del adulto (Boloceroides
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macmurrichi). La reproduccion por laceracion basal se presenta encontrada en anémonas que
habitan la zona sublitoral, las cuales usualmente crecen en mejores condiciones que las anémonas
de zonas mas profundas, de las cuales la mayoria se reproduce por fisién binaria. En Ia estructura de
poblaciones clonales, los clones individuales dominan frecuentemente grandes areas, algunas veces
para excluir la competencia de clones agonistas, mientras que la dispersion de propagulos sexuales
llega mas lejos de sus territorios.

En la reproduccion sexual, las gonadas se originan de las células endodermales o del
mesenterio. Los huevos son fertilizados en el coelenteron (fertilizacion interna), después se presenta
un desarrollo temprano comunmente fuera del cuerpo de la anémona, originandose una larva planula
planctotréfica. La habilidad de alimentacién de dicha larva, permite un incremento de las posibilidades
de sobrevivencia y, al mismo tiempo da lugar a un aumento de la dispersidén de ias anémonas. En el
desarrollo de fa larva planula se producen ocho septos que daran lugar a la boca y tentaculos, los
cuales estaran dirigidos hacia arriba, y finalmente, cuando el organismo encuentra un substrato

termina su desarrollo {Figura 10),

En las anémonas también existe el hermafroditismo, que esta frecuentemente asociado al
cuerpo de tamafio pequerio y a juveniles. El hermafroditismo y reproduccion asexual son mutuamente
excluyentes Cabe mencionar que la reproduccién vegetativa tiene menos requerimientos para
ambientes restringidos, ya que la gametogénesis, vitelogénesis, huevecillos, fertilizacion, desarrollo,

dispersion y metamorfosis, demandan un rango estrecho de condictones favorables,.

metamorfosis

/as\exual

larva planula ANEMONA

huevos esperma

sexual

Figura 10. Ciclo de vida de las anémonas.
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TAXONOMIA
Phylum Cnidaria
Clase Anthozoa
Subclase Hexacorallia
Orden Actinaria
Suborden Nyantheae
Tribu Boloceroidaria
Familia Bolocercididae

Bunodeopsis antilliensis

Figura 11. Bunodeopsis antilliensis adherida en Thalassia testudinum (Humman, 1991).
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A continuacién se mencionan algunas caracteristicas taxonémicas de la familia
Boloceroididae (Fautin, 2, 000), a la cual pertenece Bunodeopsis antilfiensis (figura 11):

Los miembros de la familia Boloceroididae presentan una delgada columna, la cual en su
parte mas baja esta provista con vesiculas simples, esferoidales; son organismos sésiles o se
desplazan con movimientos lentos; contienen una musculatura débil en la columna asi como en la
actinofaringe. El musculo esfinter puede o no estar presente. Los tentaculos son largos con manchas
que producen irritacion. No se distinguen sifonoglifos. Los musculos del mesenterio son débiles. Los

chidae que pueden contener son: espircistos, basitricos, p-mastigdforos microbasicos y amastigéforos
microbasicos.

La nomeclatura de B. antilliensis es inconsistente, por lo que necesita ser determinada en una
revisién futura del género. De acuerdo con Carlgren (1949) dicha especie ha sido clasificada con los
siguientes nombres;

Bunodeopsis strumosa Andres 1880
Bunodeopsis antilliensis Duerden 1897
Vialrix globulifera Verril 1899
Bunodeopsis sp Panikkar 1937
Bunodeopsis ausfralis Haddon 1898.
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METODO

Para cumplir con las metas propuestas se implementaron los sigutenies métodos;

Campo.

a) Recolecta de los organismos.

Laboratorio.
) Extraccion de la toxina,
} Cuantificacion de proteina.
d) Biocensayos.
} Purificacién parcial de un compuesto con actividad biologica,

f) Caracterizacion.

g) Descripcion de cnida en tentaculos por técnicas de microscopia electronica.

a) Recolecta de tos organismos. En la laguna arrecifal de Puerto Morelos, a una profundidad
entre 2 y 3 m, se recolectaron 250 g (peso humedo) de la especie Bunodeopsis antilliensis. Esta
especie se encontrd adherida en las laminas de Thalassia testudinum y Syringodium filiforme.

Las anémonas se recclectaron manualmente empleando buceo SCUBA, cortando las laminas de
T. festudinum y perturbando [0 menos posible al arganismo con el fin de evitar la expulsion de

nematocistos. Los arganismos fueron transportados con vida en agua de mar hasta el laboratario.
b) Extraccidn de toxinas.

Ciclo de congelado-descongelado y centrifugado:

Después de |a recolecta, las anémonas se congelaron a -40° C con una minima cantidad de agua
de mar en frascos de plastico, iniciando un ciclo de congelado-descongelado para inducir la descarga
de los nematocistos. Posteriormente los organismos se descongelaron en 500 ml de agua destilada,
agitando la muestra intermitentamente a una intensidad de 6 durante 5 minutos a 4° C (Agitador
Magnético Cole-Rirmer, Modelo 4802-00, intensidad 6) (Schweitz et al., 1981; Elliot et al., 1986; Kem
et al., 1889; Norton et al., 1990).

Como un paso previo a la purificacion, la muestra se centrifugd a 3 , 000 rpm (1549 x g) durante
10 minutos {Centrifuga Beckman, Rotofor de columpio GH-37), obteniendo un precipitado y
sobrenadante con la mayor cantidad de proteinas solubles. Ambos productos obtenidos a partir de la

centrifugacion se liofilizaron para concentrarios (Liofllizadora Labconco, Modelo 4451G). EJ
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precipitado liofilizado se pulverizé y resuspendid en 20 ml de agua desionizada, se centrifugo a
11, 000 rpm (12 466 xg) durante 10 minutos a 4° C {Microcentrifuga SORVALL FA-MICRO, MC-12V),
el precipitado obtenido de esta centrifugacion se resuspendic en 15 ml de acetato de amonio 10 mM,
pH 7.1, y se centrifugd por segunda ocasién a 11, 000 rpm (12 466 xg) durante 10 minutos a 4° C. E!
sobrenadante obtenido en esta dltima centrifugacion se empled para realizar tanto los bioensayos
como la purificacion (Bernheimer y Avigad, 1981; Kem et al., 1989; Kaul y Mattiasson, 1992)

¢} Cuantificacion de proteina.

Para la cuantificacién de proteina se empled el método de Bradford (Proein Assay Dye
Reagent Concentrate, Kit Ii), el cual se basa en la tincidn con azul de Coomassie G-250 para
proteinas. En los reactivos acidicos los colorantes rojo y verde catiénico tienen una absorbancia ente
470y 850 nm; en contraste, la mayor forma de azu! anidnica del reactivo de Bradford, el cual se une a
proteinas, tiene una absorbancia maxima en 5395 nm. Por lo tanto la cuantificacion de proteina puede
ser estimada al determinar la cantidad de colorante en |la forma azul idénica (Bradford, 1976; Harris y
Angal, 1989; Bollag et al., 1996; Walker, 1996). '

La reaccion con el reactivo Bradford es completa después de 5 minutos, pero la precipitacion
comienza de 10 a 15 minutos. Las ventajas del método son: rapidez y sensibilidad (1-10 nug, este
rango es para microensayos), es relativametne libre de interferencia por reactivos bioguimicos
comunmente usades, asi como componentes no proteicos; y las desventajas que presenta son que
se tiene alguna variabilidad de respuesta entre diferentes proteinas purificadas; las proteinas usadas
en este ensayo son irreversiblemente desnaturalizadas (Bradford, 1976; Harris y Avigal, 1989, Bollag
ef al., 1998; Walker, 1996.).

Antes de determinar |la concentracion de proteina se construyd una curva de calibracién para
microensayos, en dicha curva las alicuotas contuvieron: para el blanco, 800 ui de agua desionizada y
200 pl del féactivo de Bradford; y para las alicuotas con proteina {(albumina), se resté a los 800 i de
agua desionizada el volumen determinado de ia albimina en solucién y se llevo a un volumen final de
1 ml. Las cantidades de albumina empleadas fueron: 1pg, 2pg, 4ug, 6ug, 8ug, 10ug v 12ug, con seis
réplicas de cada cantidad. Las alicuctas se analizaron en el espectrofotémetro (Espectrofotometro
Perkin-Elmer, Lambda-Bio) a una absorbancia de 530 nm a los seis minutos después de agregar el

reactivo de Bradford.
Para las fracciones obtenidas en los pasos de purificacion, se les determind la concentracion

de proteina bajo los mismos parametros con que se construyo la curva de calibracion; en lugar de la
albimina se agregé a las alicuotas un volumen determinado de cada fraccién. Con la ecuacion de
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dicha grafica se determinaron los valores de concentracion de proteina considerando el valor del
promedio de tres réplicas por cada fraccion.

d) Bioensayos. Para ia investigacion de la actividad bioldgica, se efectuaron los siguientes
analisis:

1. Ensayo litico

La hemdlisis inducida por citolisinas se estimd usando eritrocitos de oveja, humano y rata
detectando por espectrofotometria el efecto litico del extracto crudo. Se han elegido los eritrocitos de
esos tres organismos debido a que, la oveja se ha empleado con mayor frecuencia en estudios
hemoliticos de toxinas de anémonas, por lo que el presente estudio se puede comparar con los
reportados; el humano es quien llega a estar en contacto directo con las anémonas en su habitat, y
los resultados obtenidos en este estudio también se podrian aplicar en la medicina a través de la
investigacion framacolégica, como herramientas para la creacion de nuevos farmacos (ver
Introduccion), y la rata fue considerada ya que es el animal de laboratorio que con mayor frecuencia
se emplea para estudios de farmacologia (Kem, 1988b; Elliot ef al., 1986; Khoo et al., 1993; Lin et al.,
1996; Khoo et al., 1997; Aivarez ef al., 1998).

La sangre extraida (5 ml) de los tres organismos se coloco en 50 mt de sclucién Alsever como
amortiguador (dextrosa anhidra, 0.11M; cloruro de sodio, 0.07M; citrato de sodio, 0.02M; acido citrico,
0.002 M) (Macek y Lebez, 1982; Venier et al., 1997). Para obtener sdlo a los eritrocitos se centrifugd
tres veces a 2, 500 rpm durante 5 minutos a 4° C; el sobrenadante obtenido en cada centrifugacion se -
desechd y se agregd nuevamente amortiguador, resuspendiendo con mucho cuidado el precipitado
para evitar que se rompieran los eritrocitos; esto se realizd con una pipeta pasteur Henandola vy
vaciandola dentro de la suspensién con eritrocitos. Después de la tercera centrifugacion, el
precipitado total se dividid en dos partes iguales, a cada uno se le agregd aproximadamente 20 mi de
amortiguador; la suspensidn se agitd suavemente y en una sola direccién; posteriormente fue

calibrada.

La calibracion de la suspension consistio en que el 0% y 100% de la actividad hemolitica
correspondieran a una absorbancia de aproximadamente 0.03 y 1.03, respectivamente, medidos a
una longitud de onda de 415 nm, en la cual absorbe la hemoglobina. El 0% se prepard con 950 pl de
ta solucién Alsever y 50 ul de la suspensidn de eritrocitos; para el 100 % de hemdlisis se emplearon
950 il de agua desionizada y 50 i de la suspension de eritrocitos. La actividad hemailitica fue medida
en espectrofotémetro después de una incubacion a 37° C (Termo-Bario Felissa) durante 30 minutos y
centrifugacion a 2, 500 rpm (1290 xg} por 5 minutos a 4°C. Si la absorbancia presentaba un valor
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mayor a los antes mencionados, se agregd 1 ml de amortiguador por cada 0.1 nm de absorbancia
que se deseaba disminuir; en caso contrario, se restd esta misma cantidad de amortiguador de la
suspension, una vez que los eritrocitos se precipitaban por si solos {24 horas aproximadamente). La
solucién final tuvo una concentracion de 0.05 % de eritrocitos, y fue la que se empled para los

bioensayos. Las muestras siempre se conservaron a 4° C. (Mahnir et al., 1993; Rowe y Welch, 1994;
Rottini et al., 1995)

Para caracterizar ia accion hemolitica de las toxinas de B. antilliensis, se cred una curva
dosis-respuesta, en la cual el 0 % y 100 % de la actividad hemolitica se prepararon de la misma
manera como se describid anteriormente La curva se construyd unicamente con el extracto crudo,
debido a que en cada paso de purificacion los rendimientos de proteina cada vez eran menores. Las
cantidades de toxina para la curva dosis-respuesta fueron determinadas con una medicion previa de
hemdlisis con 0.1ug, 0.5ng v 0.25 nug de proteina, la solucion para estas alicuotas se preparé con
amortiguador. Esta medicién previa fue con el fin de conocer las concentraciones con que se
obtenian el 0%, ~ 50% y 100% de hemdlisis, respectivamente. Para cada porcentaje de ta actividad
hemolitica se realizaron seis réplicas. L.a actividad hemolitica fue medida después de una incubacion
a 37° C durante 30 minutos y se centrifugacion a 2, 500 rpm {1, 290 xg) durante 5 minutos a 4°C,
Cabe mencionar que |a actividad hemolitica se determind para las fracciones obtenidas en cada paso
de purificacidon para calcular ta actividad especifica, y como monitoreo para corroborar que se
conservo dicha actividad (Rottini ef al., 1995; Rowe y Weich, 1994, Mahnir et al., 1993).

Los resultados de la exposicidn de los eritrocitos ante la toxina fueron graficados en un plano
gue, relaciond el porcentaje del numero de eritrocitos que se lisaron (variable dependientes) con la '
concentracion de toxina que interactuaron (variable independiente). La parte central de la curva
representd ta cantidad de toxina que se requiri¢ para lisar el 50% de eritrocitos, y a esto se le conoce
como unidad hemolitica (HUsg).

2.- Registro electrofisiclégico en ovocitos de Xenopus laevis

El ovocito de Xenopus faevis es un sistema que ha sido utilizade en investigaciones de
canales ionicos, receptores de membrana, sintesis de proteinas, polaridad celular, entre otros;
ademas de ser uno de los modelos donde se puede aplicar la tecnica de control de voltaje, 1a cual se
empleé para conocer el tipo de respuesta electrofisiologica de las toxinas de Bunodeopsis antilliensis.

La técnica de control de voltaje es usada por las siguientes razones: 1) al controlar el voltaje
se elimina la corriente capacitiva, salvo por un corto tiempo {us) seguido de un cambio & un nuevo
voltaje; 2) excepto para cargas breves, las corrientes que fluyen son proporcionales a la conductancia

de la membrana, y al nimerc de canales abiertos; 3) si la compuerta de un canal es determinada por
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el voltaje transmembranal, la fijacion de voltaje ofrece también control sobre la variable clave que
determina la apertura o cierre de canales idnicos (Arellano et al., 1996)..

Et control de voltaje consiste en que ia célula es bafada en solucidn y dos electrodos de plata
muy finos son insertados. Uno provée una medida del potencial interno de ta célula con respecto a la
de la solucién, es decir, una medicion del potencial de membrana. El otro se coloca al amplificador del
control de voltaje que es conectado a una fuente de voltaje variable, cuyo valor puede ser
preestablecido; a este valor se le llama potencial comando y en general es cercano al potencial de
membrana {Areflano et al., 1996).

El amplificador en |a fijacion de voltaje transmite la corriente de su salida siempre que existe
una diferencia de voltaje entre los electrodos. El flujo de corriente de salida a través de la membrana
celular entre el segundo electrodeo y la solucidon, es medido por la disminucidn de voltaje a través de
un resistor pequefo en serie.  En el caso de los registros electrofisioldgicos efectuados con
Bunodeopsis antilliensis fueron aplicados a ovocitos desfoliculados de X laevis, es decir, se trabajd

con ovocitos desprovistos de capas celulares que los rodean.

El método para desfolicular ovocitos consiste en un tratamiento con colagenasa, que permite
remover todas las células foliculares del ovocilo sin alterar las proteinas de la membrana. Este
procedimiento simplifica la interpretacion de resultados eliminando ia posibilidad de tejidos del foliculo
y facilitando la insercion de microelectrodos. E! procedimiento es el siguiente: tos ovocitos fueron
inmersos en un medio de 0.5 a 2 mg/ml de colagenasa (Sigma tipo 1) en solucion Ringer (NaCl
115mM; KCI 2mM; CaCl, 1.8mM; N-{2-hidroxitetil)piperazina-N'-(acido 2- etanosulfénico) (HEPES) -
5mM ajustado a pH 7.0) per un periodo de 1 a 2 horas. Las células foliculares de cada ovocito fueron
removidas en su totalidad empleando pinzas. Los ovocitos desfoliculados fueron regresados a medio
Barth estéril (NaCl 88mM; KCI 2.4mM; NaHCO; 2.4 mM; Ca(NQ;), 0.33mM; CaCl; 0.41mM; MgSO,
0.82mM; KH.PQ,40.88 mM: Na;,HPO,4 2.7mM; ajustado a pH 7.4 con glucosa), pudiendo mantenerse
en este medio a una temperatura de 16-18°C durante varios dias (Arellano et al., 1896).

Los registros electrofisioldgicos se efectuaron con el extracto crudo y las cuatro fracciones
cbtenidas en la cromatografia de filtracién por gel. Para cada preparacion se requirid de una
concentracion de toxina (proteina) de 10pg/m!, diluida en 20ml de solucién Ringer. El voltaje comando
se fijo a -60 mV. Sdlo se describid de manera general el tipo de corriente que se obtuvo, debido a que
corresponde a un andlisis preliminar para futuros estudios.
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e) Purificacion de substancias con actividad biolégica

Centrifugacién.

El empleo de ta centrifuga tiene como finalidad separar las proteinas {que como se sabe se
trata de macromoiéculas) por sedimentacion al someter a la mezcla a aceleraciones grandes (20 ,
000 o hasta 80, 000 rpm) (Lehninger, 1985; Voet y Voet, 1995).

Como procedimiento previo a cada paso de purificacion, la fraccidn de interés se centrifugé a
11, 000 rpm (12 466 xg) durante 10 minutas, a 4° C. El sobrenadante obtenido en cada centrifugacion
fue lo que se sometia a la purificacion,

Cromatografia.

Uno de Ios medios que se emplean con mayor frecuencia para purificar proteinas es la
cromatografia, la cual se basa en gue la mezcla de sustancias que se va a fraccionar se disuelve en
un liquide conocido como fase mavil. La disolucion resultante se hace fluir a través de una columna
constituida por una matriz sélida y porosa que se conoce como fase estacionaria. Los componentes
separados pueden recuperarse en fracciones para su posterior analisis (Lehninger, 1985; Voet y
Voet, 1995).

Cromatografia de filtracién por gel o cromatografia de exclusién molecular.

La cromatografia de filtracion por gel consiste en que, las moléculas de mayor tamano no
pueden penetar los poros de las particulas de gel, y por lo tanto, son excluidas pasandc a través de
la columna con la fase movil en el exterior de los granulos. Las moléculas de menor tamafio penetran
en las particulas del gel. Las proteinas de tamafio intermedio son excluidas de los granulos en un
grado que dependerd de sus dimensiones. Cuando todas las moléculas han sido eluidas de la
columna, ésta queda lista para otro experimento. Esta es una de las ventajas de ta filtracién de gel, la
misma columna puede ser usada para un gran numero de experimentos, existe compatibilidad con
todos los solventes y mezclas de amortiguadores usados para cromatografia, y su estabilidad fisica y
quimica permite reproducir el ensayo (figura 12) {Pharmacia, 1970b; Lehninger, 1985; Voet y Voet,
1995),
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Figura 12. En la filtracidn en gel, las moléculas grandes (circulos
negros grandes) eluyen primero sin penetrar las particulas de
gel {circulos sin relieno), mientras que las moléculas pequenas
(circulos negros pequerios) son la ultimas en eluir, debido a

que penetran las particulas de la matriz.

En el caso de ia purificacidén de proteinas de la anémona B. antilfiensis, el sobrenadante
obtenido en ia extraccion de toxinas, fue tratado en cromatografia liquida de rapida resolucion (Fast
Performance Liquid Chromatography, FPLC) (Pharmacia-Biotec AB) con tres columnas de Sephadex
G-50 (Sigma) de 4.0 cm de diametro y un volumen de 417 mi, usando como amortiguador acetato de
amonio 10 mM y pH 7.1, con un flujo de 4 mi/min. La lectura de absorcion fue de 280 nm con una |

sensibilidad de 1.0, y la conductividad fue monitoreada automaticamente,

Cromatografia de intercambio idnico {IEC}

En la cromatografia de intercambio ionico (IEC) se incluyen dos eventos, la union de la
proteina a la carga fijada y ta elucidn de la proteina con cargas determinadas. La retencion implica
una interaccidon electrostatica entre las cargas fijadas y las de la proteina; las uniones incluyen un
reemplazo de iones no fijados por la proteina, En el casao de la elucion (lavado de la columna), tas
proteinas con afinidades relativamente bajas por el intercambiador idnico se desplazaran en la
columna mas de prisa que las sales que se unen al intercambiador idnico con afinidad superior.
Cuanto mayor es la afinidad de unién de una sal por el intercambiador idnico tanto mayor sera el

retraso que experimente.
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Figura 13. Pasos que se efectian en IEC. 1) El intercambiador idénico esta en equilibrio por un
amortiguador. 2) Los contraiones (circulos blancos) provenientes del amortiguador estan
unidos electrostaticamente a la fase estacionaria, y son sustituidos por las proteinas
(triangulos y cuadrados) 3) Las proteinas son intercambiadas por gradientes idnicos {circulos
blancos y grises) y posteriormente eluidas del intercambiador idnico. 4) Las moléculas de
proteina gue se van quedando, son intercambiadas por el mismo gradiente iénico y eluidas.
5) Una vez que la proteinas han salido del intercambiador iénico, lo que queda junto con el
intercambiader iénico son los gradientes ionices, los cuales son intercambiados por los
contadores idnicos y entonces el intercambiador idnico es regenerade para ser usado

nuevamente.

La IEC se nombra con base al signo de sus cargas, en la IEC anidnica la carga fijada es
positiva, y en la |IEC catidnica las cargas fijadas son negativas; es decir, si la fase estacionaria
acarrea grupos de carga positiva, la resina tendria carga negativa {intercambiador anidnico); y si la
columna acarre grupos negativos la fase estacionaria seria positiva (intercambiador catidnico} (figura
13) (Pharmacia, 1870a).

Cromatografia de intercambio catidnico

La fraccian obtenida en Sephadex G-50 se centrifugd a 11, 000 rpm {12 466 xg) (12 466 xg)
durante 10 minutos a 4° C, posteriormente se aplico a una columna 400 VHP 575 Vydac, de 7.5 mm
de didmetro interno y 5 cm de largo, con un didmetro de poro de 900 A, en cromatografia liquida de
alta resolucién (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) (Varian Pro Star, Modelo 230). La
columna se equilibré con bicarbonato de amonio 20 mM, pH 8.22. Subsecuentemente la fraccion fue
eluida usando bicarbonato de amonio 1 M, pH 8,66, con un gradiente lineal de 0 a 100 % en 25
minutos, con una velocidad de flujio de 1 mifmin. La lectura de absorcion fue de 280 nm con una
sensibilidad de 2.0.
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Cromatografia de intercambio anidnico

Para este método la fraccion que contiene [a proteina de interés, se sometié a HPLC en una
columna de amonio cuaternario 300VHP 575, de 7.5 m de diametro interno y 6 cm de largo, con un
didmetro de poro de 900 A, en HPLC. Los amortiguadores aqui empleados fueron: bicarbonato de
amenio 0.02 M, pH 8.22 y bicarbonato de amonio 1.0 M, pH 8.66; con un gradiente lineal de 0 a 100

% en 25 minutos, y con una velocidad de flujo de 1 mifmin. La lectura de absorcidn fue de 280 nm con
una sensibilidad de 1.0.

Separacion de sales.

La cromatografia de filtracién por gel ha sido usada para desalar proteinas en solucién,
debido a la diferencia del tamafio molecular entre la proteina‘y las sales (contaminantes). La
porosidad del gel es selectiva para excluir las sales, debido a que el tamano de la particuia de la
matriz es escogida para contar con una superficie baja, y de esta manera minimizar las propiedades
de adsorcion. Desalar una proteina se puede efectuar usando agua destilada como fase mavil. Este
procedimiento para desalar puede ser usado para transferir el soluto a otro amortiguador (Janson y
Rydén, 1998).

La fraccion con mayor actividad hemolitica que se obtuvo de la cromatografia de intercambio
anionico fuerte contenia sales se desald empleando una columna HiTrap Desalting Sephadex G-25
superfino (Pharmacia Biotech), volumen de 5 ml, en FPLC, y usando agua desionizada como
eluyente. La lectura de absorcion fue de 280 nm con una sensibilidad de 0.1.

f) Caracterizacién
Electroforesis en gel

La electroforesis en gel se halla entre los métodos mas resolutivos v convenientes en la
separacion macromolecular. En esta técnica, los geles retrasan las moléculas grandes con respecto a
las menores al emigrar a través del gel. El aislamiento molecular se basa en la filtracion en gel, asi
como en las movilidades electroforeticas de las moléculas que se estan separando. Los geles de uso
comun son la poliacrilamida y la agarosa, que poseen poros de dimensicnes moleculares cuyos
tamafios pueden especificarse (Walker, 1995; Hawcroft, 1997).

Para conocer e! peso molecular relativo de la proteina purificada parcialmente de

Bunodeopsis antilliensis, se realizo electroforesis en gel SDS-PAGE, con 3ug de proteina de las

fracciones de Sephadex G-50. El sistema empleado consistidé de geles preparados (Phast-Gal,
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Pharmacia) con 10-15% de gel concentrador y 12.5% de gel resolvedor; se usaron marcadores de
amplio rango de peso motecular (14-94 kDa). La electroforesis se realizd en condiciones reductoras y
como colorante se aplico azul de Coomasie, después el gel se sumergi6 en una salucion de glicerol al
5%, y se secd a temperatura ambiente. Este procedimiento se efectud usando "Phast-System”, donde
se requiere de 30 minutos para efectuar la electroforesis, y la aplicacion de las muestras al gel es
automatizada asi como el ajuste de voltaje, que en este caso la electroforesis se llevo a cabo a un
voltaje de 70-140V.

Iscelectroenfoque (IEF).

El IEF es una técnica de alta resolucion capaz de separar proteinas que difieren en su punto
isoeléctrico por un valor de pH de 0.02. El punto isoeléctrico es el pH al que una proteina es neutra
eléctricamente y no se dezplaza en un campo eléctrico. A cualquier valor de pH superior al punto
isoeléctrico, una proteina posee carga negativa neta y se desplazara hacia el elctrodo postitvo
(@nodo). A cualquier pH por debajo del punto isoeléctrico, la proteina poseera carga positiva neta y se
desplazara hacia el electrodo negativo (cétodo) (Voet y Voet, 1995; BIO-RAD, 1990, Deutscher,
1990).

El punto isoeléctrico de la toxina de B. antilliensis se determiné en microplacas (0.35
X 0.43 x 50 mm) con gradientes de pH de 3 a 10, aplicando 4ug de proteina de cada fraccion. El
isoelectroenfoque se efectud en Phast-System, con un voltaje de 70-140V. Al final, la tincion se
realizo con azul de Coomasie; daspués el gel se sumergid en una solucién de glicercl al 5% y el
secado fue a temperatura ambiente. '

Isolectroenfoque en columna.

El isoelectroenfogue en clumna es un sistema donde se puede preparar un 1EF que permite
separar en solucién una mezcla de proteinas por punto isceléctrico, ya sea de un extracto crudo o
semicrudo. Dicha.técnica consiste de compartimientos cilindricos de poliester que permiten el
transporte de proteinas mediante la rotacion en un eje horizontal. Cuenta con un eje de ceramica fria
con el cual se mantiene ai sistema a una temperatura de 4° C. Al igual que los equipos para
electroforesis, el empleade para el isoelectroenfoque en clumna (rotofor) cuenta con una fuente de
poder, y para llevar a cabo el IEF emplea una mezcla de anfolitas para mantener el gradiente de pH
por un largo periodo y amortiguadores como: HiPO,4 (0.1 M) y NaOH (0.1 M) (BIO-RAD, 1990,
Deutscher, 1990).

Las proteinas son dispersadas uniformemente a través de la camara, migran a uno o mas

compartimentos donde los valores de pH estan muy cerca al punto isoeléctrico de cada proteina. Ei
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efecto combinado de compartamentalizacion y rotacion es superior a los métodos de enfoque. La
segmentacion de la columna facilita la coleccion de fracciones en solucién permitiendo asi el analsis
de la actividad bioldgica (BIO-RAD, 1990; Deutscher, 1990).

De este modo, la fraccién de interés obtenida en la cromatografia de intercambio aniénico se
fracciond en un rotofor (Rotofor-Cell, BIO-RAD), con el fin de eliminar 10s contaminantes gue pudieron

intervenir en la electroforesis en gel SDS-PAGE e isoelectroenfoque, empleando anfolitas de marca
Pharmacia.

Densitometro.

Para el analisis de los geles obtenidos en electroforesis en gel & isoelectroenfoque se empled
un densitdmetro (BIO-RAD). E! densitdmetro consiste en un sistema de luz y detector de radiacion
que es capaz de convertir senales quimicas en datos digitales, los cuales son desplegados en ia
computadora en un formato bidimensional usando un software de Multi-Anéiisis (BIO-RAD, 2, 000).

g) Descripcién de cnida en tentacuios por técnicas de microsocopia electrénica.

A diferencia de los moluscos los cuales usan sus conchas o coloracion como proteccion
contra depredadores potenciales, las anémonas utilizan los nematocistos para defensa y captura de
la presa. Han sido identificados entre veinticinco y treinta y cinco tipos de nematocistos, y se ha
descrito que estan involucrados en una variedad de funciones desde una simple adhesion hasta la

inyeccion hipedérmica de toxinas en la presa (Wood, 1988; Shick, 1991).

Los estudios enfocados en la ultraestructura de nematocistos han ayudado en la clasificacion

de estas estructuras; y también han provisto de un mejor entendimiento de la formacién de la capsula.
Fijacion.

Para et caso de organismos pequefios como protozoarios, suspensiones celulares, algas
bacterias y otros; el especimen puede ser preparade comenzando directamente con |a fijacién. EJ
objetivo de este paso es la exposicion rapida del tejido ante el fijador para interrumpir rapidamente la
actividad biclégica, preservar estructuras celulares y minimizar las aiteraciones post-mortem en las
estructuras finas (Wischnitzer, 1981, Dykstra, 1992).

El fijador es empieado para evitar la contraccion e hinchamiento de los constituyentes de

células y tejidos muertos, ademas de mantener la forma y tamafio inicial de los mismos, preservar la

relacién posicional de los componentes celulares y la reactividad quimica de los constiluyentes
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celulares, tales como enzimas y proteinas; asi como ser capaz de resistir los efectos de los
subsecuentes pasos en el procedimiento preparativo {Dykstra, 1992).

Los fijadores mas comunes son los aldehidos: formaldehido y glutaraldehido, siendo éste
ultimo el mas usado en microscopia electrénica debido a que da una consistencia firme al tejido. Las
ventajas de éstos tipos de fijadores son: penetran el tejido rapidamente debido a que su molécula es

pequeria, disminuyen distorsidn y se mantiene la relacion estructural.

El formaldehido penetra répidamente debido a su molécula es la mas pequeda de los
aldehidos y la fijacion con formaldehido es reversible con suficientes lavados en disolventes acuosos.
Para usar formaldehide en el proceso de fijacidn, se recomienda prepararlo en solucion a una
concentracion al 4%, realizar el proceso a temperatura ambiente o en hielo, considerando que la
velocidad de penetracién es mas rapida que la del 0sQ,, y no efectuar la fijacion por mas de 2 horas
(Wischnitzer, 1881, Dykstra, 1992).

A diferencia del formaldehido, el glutaraldehido penetra mas tentamente en los tejidos,
inactiva algunas enzimas y anticuerpos, ademas de afectar sélo el alfa hélice de las proteinas.
Comunmente se emplea el glutaraldehide en la fijacidn a una concentracion de 1.5-4%, a temperatura
ambiente o en hiefo, tomando en cuenta que penetra a los tejidos a una profundidad de 0.7 mm

después de 3 horas a temperatura ambiente (Dykstra, 1992).

Debido a las diferentes propiedades del formaldehido y glutaraldehide que presentan para la
fijacion de tejidos, se han creado mezclas de aldehidos para tener mejores resultados. La primera
mezcla que se establecid fue 5% de glutaraldehido y 4% de formaldehido en una solucién con
amortiguador de cacodilato (80mM), pH 7.3 y CaCl, (5mM). Mas tarde se determind una mezcta de
4F:1G (F: formaldehido, G: glutaraldehido) con un amertiguador de fosfalo de sodio monobasico y pH
7.2-7.4. La finalidad de usar las mezclas de aldehidos es debido a que, el formaldehido penetra a los
tejidos répidamente y después penetra mas lentamente el glutaraldehido, el cual estabiliza el tejido y
es mas permanente que el formaldehido (Wischnitzer, 1981; Dykstra, 1992).

Para la observacion de cnida de tentaculos de B. antilfiensis, se recolectaron organismos en
la laguna arrecifal de Puerto Morelos, y se transportaron al laboratorio en agua de mar. En un
recipiente con agua de mar se adiciond tabaco para obtener una solucidn concentrada. En otro
recipiente con la minima cantidad de agua de mar se colocaron a los organismos y poco a poco se
incorpord la solucion concentrada con tabaco con el fin de narcotizarlos, hasta lograr que los

tentaculos no se contrajeran con estimulo mecanico (Escobar, com. per.).
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A partir de la siguiente solucion de glutaraldehido al 4% se prepaaron tres fijadores: agua de

mar artificial (20 g) preparada con agua bidestilada (600 ml), fitrada {milfipore 0.22 um), amortiguador
de sulfatos cacodilato de sodio (12.6 g), pH 7.4:

Fijador 1: Formol al 4% en solucién de glutaraldehido (8mi).
Fijador 2: Formol al 2% en solucion de glutaraldehido (4ml).
Fijador 3: Formol al 1% en solucion de glutaraldehido (2m).

Los organismas con el fijador 1 fueron los que se emplearon para las observaciones en el
microscopio, debido a que e! tejido no presentd dano alguno en su estructura con dicho fijador. El
tiempo de fijacion fue de cuatro horas seguido de un proceso de cuatro lavados cada 15 minutos con
la solucidn de lavado (fofato dibasico 0.1 M, ajustar a pH 7.4 con sacarosa 0.25M y fosfato
monobasico 0.1M, ajustar a pH 7.4 con sacarosa 0.25M).

Post-fijacién.

La mayoria de los fijadores comunes producen distorciones en estructuras citoplasmicas, por
ello, el uso del tetroxido de asmio (QsQ,) comoe fijador ha dado resultados satisfactorios empleandose
para preservacion de ultraestructuras de lejidos de animales. El OsO, reacciona con los grupos
laterales de los péptidos con triptofano e histidina, uniendo cadenas de proteina y actia como
estabilizador de proteinas celulares las cuales estan en el protoplasma. Las ventajas de usar osmio ‘
como fijador son: interrumpe movimientos citopldsmicos en segundos o minutos, tiene nueve estados
de oxidacion y por to menos cinco de ellos son relativamente estables, reacciona de manera diferente
con los componentes celulares, es soluble en medios polares y no polares, penetra vy fija los dominios
celulares hidrofébico e hidrofilico. Las desventajas del osmio son: la lenta pentracion en los tejidos y
al ser un fuerte oxidante, inactiva todas las enzimas provocande dafos por antigenas {Wischnitzer,
1981; Dykstra, 1992).

Es importante considerar algunos factores que intervienen en la fijacién con Os04, como son:

a) pH: si el 0sQy4 tiene un pH no adecuado como amortiguador produce una acidificacion del
tejido, lo que origina alteraciones en la fijacion. El pH adecuado para la fijacién con OsO4 es entre 7.2
a’t.

b} Tonicidad de fijacion: para mantener la tonicidad de la fijacion se adicionan sales al medio

estandar, ademas de sacarosa para controlar la molaridad.
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c) Temperatura: realizar la fijacion con 0sQ, a temperatura entre 0° y 4°C reduce la velocidad
del cambio celular.

d) Tiempo de fijacién: la fijacion con OsO, reguiere de un tiempo entre 30 a 90 minutos,
dependiendo del tamafio y densidad del especimen, aunque se considera que de 1 a 2 horas es
suficiente para fijar muestras de 1 mm de grosor, en al menos una dimensién: y para tejidos
embrionarios se recomienda fijar por mas de 12 horas. La duracion de la fijacion depende de la
estabilizacidn de las proteinas del tejido y la subsecuente solubilizacion de algunos de los
componentes del tejido.

e) Velocidad de penetracidon: a temperatura ambiente, la velocidad de penetracion del
tetroxido de osmio es de 0.5mm/hr.

Es muy importante mantener una estabilidad quimica en el medio al que serad sometido el
especimen durante la fijacidn, es per eso gue se han propuesto algunos amortiguadores para
preparar las soluciones para fijar. Los amortiguadores que comunmente se emplean son el
amortiguador de fosfatos y el cacodilato. EI amortiguador de fosfatos mantiene de manera mas
efectiva el pH en comparacién con otros amortiguadores comunes, como el cacodilato de sodio. Para
microscopia electronica se puede preparar amorliguador de fosfato de sodio o una combinacion de
fosfato monobasico y dibasico de sodio (Dykstra, 1992).

Los tentaculos de B. antiliensis se disectaron desde la base. Durante este tiempo los
tentaculos se mantuvieron en solucion de lavado para evitar dafios en e! tejido por deshidratacion. En
una solucion de 0sQ,4 {1%) se colocaron los tentaculos permaneciendo en este medio durante dos
horas, agitando suavemente cada 15 minutos. Después se lavaron los tentaculos dos veces con
solucion de lavado.

Deshidratacion,.

El especimen es deshidratado después de la fijacién para eliminar el exceso de agua en el
tejido, y que ésta no intervenga en el tratamiento con resina no soluble en agua. El etanol es uno de
los disolventes mas comunes para deshidratar tejidos porque no es un fuerte agente organico como
la acetona. El proceso de deshidratacion comienza con gradientes de concentracion de etanol de
10% hasta llegar a una concentracion del 95% v finalmente los especimenes son tranferidos a 100%
de etanol. Trabajar con gradientes de concentracidn es con la finalidad de evitar distorsicnes en los
tejidos producidas por grandes cambios de presion osmotica, ademas de que la mejor deshidratacion
se obtene al incrementar los pasos en ésta (Wischnitzer, 1981; Dykstra, 1992).
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Se realizé una deshidratacién con gradientes de concentracién de etanol en agua
desionizada (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% y 100%). Tanto los tentaculos como
las soluciones se mantivueron a una temperatura de 4°C. Se hicieron dos cambios de 10 minutos con
cada concentracion, excepto para la concentracion de 100% que fue un cambio de 15 minutos vy a
temperatura ambiente, Al final, los tentaculos se sumergen en una solucién de éxido de propileno,
con dos cambios de 30 minutos de este soivente.

Infiltracidn y polimerizacién.

La fijacion permanente de los especimenes se realiza con resinas, siendo las resinas
epoxicas las de mayor uso en microscopia electrénica, por su capacidad de penetracién en tejidos, su
viscosidad y estabilidad bajo irradiacion de electrones, ademds de que son solubles en etanol,
acetona y oxido de propileno. Siempre se debe considerar que un medio para fijacion permanente
cumpia con |o siguiente: ser soluble en etanol, no modificar la composicion quimica del especimen, no
producir distorsiones fisicas del especimen, polimerizar de manera uniforme, y como resultado final
formar un bloque lo suficientemente flexible para realizar cortes ultrafinos (Wischnitzer, 1981; Dykstra,
1992),

En la fijacidon permanente de los lentaculos se aplicd resina expoxica, colocdndolos
posteriorments en el desecador durante 24 horas. Después de este tiempo y teniendo la precaucion
de no exponer al aire los tentaculos, cada tentaculo se colocd con resina concentrada para obtener
un blogue y se orientaron dependiendo del tipo de corte que se hizo (transversal o longitudinal); los
bloques se polimerizaron en un tiempo de 36 horas a 55°C.

Cortes.

Los cortes ultrafinos se realizan en ultramicrotomos que actualmente tienen avanzados
mecanismos automaticos, con los cuales en teoria, s pueden obtener cortes menores a algunos
Angstroms. Los cortes son recuperados en la superficie del agua u otros liquidos en los cuales flotan
hasta que son llevados a un portaobjetos para su contraste. El contraste se efectia para incrementar
el poder de dispersian de electrones de varios componentes de tejidos y células (Dykstra, 1992).

En &l extremo de cada blogue donde se colocé el tentaculo, se formd una piramide para
exponer el tejido y se realizaron cortes semifinos de 500 nm que se tifieron con azul de toluidina.
Posteriormente, se obtuvieron cortes finos de 80-90 nm de espesor, y se confrastaron con dos -
soluciones: una compuesta de acetato de uranilo al 2% durante 20 minutos, y otra solucién de citrato
de plomo al 2% de 10 a 15 minutos en ausencia de CO,. Se obsefvaron al microscopio electronico a
80 kV.
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RESULTADOS

Observaciones durante la recolecta

Durante ia recolecta de organismos de B. antilliensis que se realizd para llevar a cabo este trabajo
se observo que esta especie es estacional, es decir, que en la laguna arrecifal de Puerto Morelos s6lo
se encuentra en los mese de mayo a septiembre, meses que abarcan desde final de la primavera y
todo el verano. Se piensa que esto se debe al cambio en la temperatura del agua.

El sitio donde se localizé un mayor numero de organismos fue en la zona marina frente a
Rodman. Esto quizas se deba a que en verano (épaca de lluvias), se han presentado descargas de
agua del manglar que se ubica al norte de la laguna arrecifal, y esto puede incrementar la cantidad de
nutrientes en el agua. Hay que recordar que las anémonas no sdlo son camivoras, también son
organismes filtradores.

Los organismos recolectados se encontraron adheridos tanto en Siringodium filiforme como en
Thalassia testudinum, y a profundidades que van desde los 50 cm hasta 3 m.

Las personas que llegaron a estar en contacto fisico con B. antilliensis, presentaron los siguientes
sintomas: lesion local (como puntos rojos), ardor, entumecimiento local y comezdn. Cabe mencionar,
que Humman (1991) y Schwarts y Meinking (1998) describen a B. antilliensis como un organismo
altamente toxico, y que buceadores de las costas de Florida llegan a ser lesionados por este
organismo. La toxicidad de las anémonas también se observé con los organismos liofilizados, cuando .
se trabajd la muestra para pulverizarla. Las particulas finas de este polvo se introduce en la nariz
causando ardor, comezon e hinchazon.

Cuantificacion de proteina.

Los promedios obtenidos correpondientes a los valores de absorbencia por cada cantidad de
albumina se relacionaron en un plano con su respectiva cantidad de proteina, y se obtuvo la ecuacion
de ta gréfica (Grafica 1). El calculo de la concentracidon de proteina se realizd de la siguiente manera:
1} calcular las absorbencias de un volumen determinado de una fraccion; 2) usar la curva de
calibracién extrapolando la absorbencia de una fraccion con la cantidad de albumina (asumiendo que
iguala fa cantidad de proteina); por ejemplo, para fracciones con abscrbancia de 0.15, se intersecta la
curva estandar en el punto que carresponde a 2 pg; 3) otra manera de usar la curva de calibracion es
calculando la concentracién de proteina empleando la ecuacion de la grafica, sustituyendo los valores

de absorbancia en "y" y despejando la variable "X" que corresponde a la cantidad de proteina.
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Grafica 1. Curva de calibracién para cuantificacion de proteina por €l método de Bradford. La
regresién expresada como ecuacién es: y = 0.0343x + 0.0663, R? = 0.905.

Bioensayos
1. Ensayo litico

Para la hemdlisis inducida por citolisinas usando eritrocitos de borrego, humano y rata, se
construyo una curva dosis-respuesta para cada tipo de eritrocito (Graficas 2 y 3; Tabla 2), a partir de
cada una se calculd ta unidad hemalitica (HUsy), asi como la unidad hemolitica por miligramo de
proteina (HU/mg). Una HUs, corresponde a la cantidad de proteina (toxina) gue se requiri¢ para lisar
el 50% de eritrocitos, cuyo valor se obtuvo trazando una linea recta que va desde el 50% de hemodlisis
hasta interceptar la curva en el punto que corresponde a la cantidad de proteina (toxina) buscada.

Como se puede observar en las graficas 2 y 3, y en la tabla 2, el extracto crudo obtenido de
de B. antiffiensis fue mds potente en eritrocitos de humano que en los otros dos tipos de eritrocitos,
debido & que se requirid menor cantidad de toxina (proteina) para lisar el 50% y 100 % de células, y
por consiguiente, la HU/mg es mucho es mayor en eritrocitos de humano que en eritrocitos de oveja y

rata.
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Grafica 2. Curva dosis respuesta del ensayo litico en eritrocitos
de borrego (B) y humano (A).
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Grafica 3. Curva dosis respuesta del ensayo litico en eritrocitos de rata.

Eritrocitos de: HUg, HU/mg

Humano 100 ng 6.7x10°

Oveja 300 ng 3.3x10°
Rata 10.5 mg 125

Tabla 2. Concentracion de proteina que se empled para obtener la unidad hemolitica (HUsq) dentro de
la curva dosis-respuesta y unidades hemoliticas por miligramo de proteina (HU/mg) correspondiente a
cada tipo de eritrocito. Una unidad hemolitica es |a cantidad de toxina para lisar el 50% de células

{eritrocitos).
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2. Registro electrofisiolégico en ovocitos de Xenopus laevis.

Las figuras 14A y 14B representan la respuesta electrofisiolégica del extracto crudo y la
fraccién | obtenida en la cromatografia de filtracion por gel, repectivamente. Ambos registros
muestran una corriente entrante lisa asociada a un aumento de conductancia de la membrana. Las
fracciones If, Il y IV obtenidas en Ia cromatografia de filtracion por gel no tuvieron respuesta
electrofisiologica (Figuras 14C, 14D, 14E).

A} L—l A | —

U

S00nA

50s

Figura 14. Registros electrofisiologicos en ovocitos de Xenopus faevis del extracto crudo {A) y
fracciones obtenidas por cromatografia de filtracion por gel: fraccién 1 (B), fraccion Il (C), fraccion IIf
(D), fraccion IV (E).
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Purificacion

La cantidad total de proteina empleada para cromatografia de filtracién por gel fue 57.8 mg,
obteniendo cuatro fracciones, siendo la primera fraccion la de mayor interés para obtener una
citolisina, considerando que las citolisinas tienen un peso molecular en un rango que va de 5, 000 a
80, 000 Da, y que esta fraccion presentd el 100% de hemdlisis usando una unidad hemolitica, en
eritrocitos de oveja (Gréfica 4).La fraccion | obtenida en la cromatografia de filtracion por gel se
sometid a una cromatografia de intercambio catidnico fuerle, donde se obtuvo la fraccion de mayor
actividad hemolitica, y que corresponde a lo no retenido en la columna (Gréfica 5). En este paso de la
purificacion el rendimiento de la proteina disminuyd drasticamente, y esto se puede deber a que 1a
mayor parte de la proteina se quedd en la columna, y el amortiguador y/o pH no fueron los ideales
para eluirla.

La fraccion | obtenida de la cromatografia de intercambio catidénico se fraccioné en una
columna de intercambio aniénico fuerte. i.a grafica 6 representa el cromatograma correspondiente a
este paso de la purificacion, donde se obtuvieron cinco fracciones, siendo la fraccién {ll la que se
empled para el siguiente paso de purificacion que fue la separacion de sales (Grafica 7). Aqui se
obtuvieron dos fracciones, la primera presentd la mayor actividad hemolitica y se fracciond per medio
de la técnica de isoelectroenfoque preparative en Rotofor; donde, por medic de un gradiente de pH
resuttaron 20 fracciones (Gréfica 8), ademas de iniciar |a caracterizacion de las toxinas. De este paso,
en las fracciones 3 y 12 se observd la mayor actividad hemolitica, pero sdlo la fraccion 12 se empled

para la caracterizacion final, debido a que contenia la mayor cantidad de proteina.

La secuencia de los pasos seguidos en la purificacion se muestra en las tabfas 3 y 4, donde
muestra el rendimiento de proteina y actividad hemolitica desde la extraccidn. En estas tablas se
puede observar que, conforme la proteina es cada vez mas pura, se va incrementando su potencia
para lisar eritrocitos, y esto lo podemos ver en los valores de HU/mg, se necesitan cada vez menos

unidades hemoliticas para lisar dichas celuias.

A pesar de que porcentaje total muestra una gran pérdida de proteina, en los valores de
proteina total (peso) se puede observar que, con excepcion del segundo paso de purificacion, el resto
de las técnicas empleadas en el presente estudio proporcionaron un buen rendimiento de proteina, es
decir, se recuperd en todas cerca del 80% de la cantidad inicial de proteina que se uso al principio de

cada paso de purificacién.
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[ Fraccion Proteina total Proteina total | Actividad Actividad
recuperada recuperada hemolitica | hemolitica
(%) {HUimg) {%)
Extracto crudo 57.8 mg 100 192.6x10° 100
Filtracion en gel
I 24.90 mg 43.07 83x10° 100
il 14,47 mg 25.03 48.23x10° 94
1l 8.05 mg 13.9 26.83x10° 100
v 0.58 mg 1.0 1.93x10* 100
TOTAL 48.0 mg 83
Intercambio - ‘
catidnico
! 198.5 ug 0.34 £661.6 100
l 10.12 ug 0.017 33.73 217
i 0 0 0
iV 0 0 0
TOTAL 208.62 ug 0.36
lntgrcgmbio T
anionico
I 37.00 pg 0.064 123 10.7
I 20.98 ug 0.034 69.93 33.2
" 970ug 0.16 323.3 100
v 9.50 pg 0.015 31.6 10.3
vV 0 0 0
TOTAL 164.48 g 0.28
Separacionde -
sales
I 51 g 0.088 170 80
] 40 ug 0.068 133 15
TOTAL 91 ug 0.15

Tabla 3. En esta tabia se muestran los valores de cantidades y porcentajes de la proteina y
actividad hemolitica de las fracciones obtenidas en cada paso de la purificacion. Los datos en

negritas corresponden a las fracciones con mayor actividad hemolitica.
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Fraccion pH | Proteinatotal | ~  Proteina total
recuperada (ug) | recuperada (%x10'3)
1 2.39 0 0
2 2.87 1.6 27
3 3.3 38 51
4 3.58 29 5.0
5 3.94 3.6 6.2
6 4.11 32 55
7 417 215 3.7
8 5.1 2.18 3.7
9 4.89 03 05
10 597 4.7 8.1
11 6.25 57 9.8
12 5.99 4.1 741
13 6.24 2.4 4.1
14 7.23 58 10
15 76 5.7 98
16 | 82 | 48 | 8.3
17 8.67 3.2 55
18 946 | 18 3.1
19 10.03 45 7.7
20 * 25 43
TOTAL 47.03 8.13

Tabla 4. Después de la separacidon de sales, la fraccion | obtenida en este paso se fracciond
en Rotofor, los datos correspondientes a las fracciones obtenidas por esta técnica se muestran en
esta tabla. El pH de la fraccién 20 no se pudo determinar debide al pequefo volumen que contenia
(*). La fraccion 3 y 12 se emplearon para la caracterizacidn. Fraccién 3 con una actividad hemolitica
de 40% (26 HU/mg); fraccién 12 con una actividad hemol “itica de 38% (27.3 HU/mg).
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Grafica 4. Cromatografia de filtracion por gel. Los nimeres

romangs indican las fracciones obtenidas por esta técnica.

Y]

Volts.

T

| PR WU SR

1
Volumean {mL)

Gréfica 5. Cromatograma obtenido en la cromatografia de intercambio catidnico.
Ef pico mas grande y sombreado representa la fraccidn | con la mayor actividad hemolitica.
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Gréfica 6. Cromatograma correspondiente a la cromatografia de intercambio
anionico. El area indica donde se obtuvo la fraccion (fraccion 1)

con mayor actividad hemolitica.
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Grafica 7. Cromatograma correspondiente a la separacion de sales.
El &rea sombreada representa la fraccidn | con mayor actividad hemolitica.
La linea punteada es |la conductividad medida automaticamente en FPLC.
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Grafica 8. Representacion de las fraccines obtenidas en el rotofor.
Los cuadros sin relleno representan los valores de absorbancia {Aza0nm)
de cada fraccidn, y los rombos negros son [os valores de pH correspondientes

a cada fraccién.

Caracterizacion

Debido al bajo rendimiento en la fraccion 3, sélo se determind el peso molecular y punto
isoeléctrico de la fraccion 12 correspondiente a la fraccionacion en rotofor. El densitémetro detectd
dos bandas tanto para el gel en SDS-PAGE para peso molecuiar, como el gel del isoelectroenfoque
para punto isoeléctrico. Se nombré antilliensina | a Ila banda con peso molecular de 30.025 kDa vy
antilliensina I a la banda con peso molecular de 34.973 kDa. E} punto isoeléctrico de la primera
banda que detect¢ el densitémetro presents un valor de 5.23 y para la segunda banda el punto
isoeléctrico fue de 4.89 (Figuras 15 A y 15 B},
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Figura 15. Geles que fueron analizados para la caracterizacidén de las antilliensinas, A gel
correspondiente al peso molecular. Del lado izquierdo se muestran los pesos moleculares de los
patrones y del lado derecho estan los pesos molecuiares correspondientes a las antilliensinas | y il. B:
get que muestra el punto isoeléctrico de las antilliensinas {derecho). Del lado izquierdo se muestran

los valores de pH correspondientes a los patrones usados.
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Descripcion de cnida en tentaculos por téncias de microscopia electrénica

En las figuras 16 y 17 se aprecian los cnida y simbiontes (Symbiodinium) presentes en los
tentdculos de B. antilliensis (Day, 1994). Estos resultados corresponden a observaciones en

microscopia de [uz, con preparaciones hechas con un “squash’ de un tentaculo de la anémona.

En las secciones longitudinal y transversal del tentaculo de B. anfilliensis se revelaron los
cnida no descargados, el tubulo con espinas en arreglo helicoidal y una estructura en forma de red
que estd asociada con las espinas. Ademas, se observaron numerosos aparatos de Golgi estuvieron
presentes a lo largo de todo el tentaculo (figuras 18, 19 y 20). -
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Figura 16. Espirocistos descargados y simbiontes {(puntos verdes)
de B. antilfiensis (500x).

Figura 17. Nematoscitos de tipo p-mastigéforos microbasicos descargados,

y simbiontes (Symbiodinium). (500x).
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Figura 18. Corte longitudinal del tentaculo de la anémona. La estructura que se aprecia se trata de
un nematocisto. En este corte se muestra e arreglo helicoidal que presentan las espinas {If)

alrededor del tibulo, asf como la estructura de red asociada con las espinas (1).

Figura 19. Corte transversai del tentaculo de B. antilliensis. Las flechas sefalan los numerosos cnida
que se pueden localizar en los tentaculos. Los cnida no estan descargados, por lo que se puede
apreciar el tubulo plegado con sus espinas.
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Figura 20. Acercamiento de uno de los cnida que se presentan en la figura 19. En esta imagen se
pueden apreciar con claridad las espinas (1) y la estructura en forma de red (1).
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Las propiedades fisico quimicas y bioldgicas de péptidos citoliticos provienen de diversas
entidades vivientes que han sido estudiadas. Las principales fuentes de estos agentes son bacterias,

hongos, cnidarios, insectos, artrépodos y 10s venenos de serpientes.

En este trabajo se describié la purificacion y caracterizacién de dos proteinas con actividad
hemolitica. La clave para aislar una proteina manteniendo su bioactividad fue usando un
procedimiento de extraccién basado en un solo ciclo de congelado y descongelado. Esto da un
material inicial mucho mas limpio para pasos subsecuenies en la purificacion que si se obtuviera por
homogeneizacién de todos los animates (Bernheimer y Avigad, 1976; Macek y Lebez, 1988 Kem ef
al., 1989; Norton ef a/,, 1980). Aungue ia desventaja de trabajar con una mezcla de proteinas con
enzimas u otros contaminantes es que dificulta el proceso de purificacién, ademas de incrementar las
posibilidades de modificacidn de ia toxina.

Los dos polipéptidos obtenidos fueron extraidos de Bunodeopsis antilfiensis y se les dio el
nombre de antilliensina | y antilliensina |l, que se tratan de proteinas acidas (pl 5.23 y 4.89) con pesos
moleculares de: 30, 025 Da y 34, 973 Da, respectivamente. En términos de pesc molecular, las
antifliensinas son de mayor peso que la mayoria de las citclisinas aisladas de anémonas que
presentan un rango de peso molecular entre 3, 000 Da y 20, 000 Da. En cuanto al punto isoeléctrico
se refiere, los primeros trabajos en citolisinas de anémonas establecieron que en estos organismos
existe una clase de toxinas basicas muy potente de peso molecular en un rango que va de 5, 000 Da
a 20 , 000 Da, vy que son especificamente inhibidas por esfingomielina. Estas toxinas han sido -
aistadas de las anémonas: Actinia equina, Stoichachtis helianthus, Condylaclis gigantea, Epiactis
profifera, Tealia lofotensis y Anthopleura santogrammica (Ferlan y Lebez, 1974, Bemheimer y Avigad
1982), Radianthus kosirensis y Gyrostoma helianthus (Mebs ef al., 1983). Calton y colabcradores
(1978) aislaron una fraccién hemolitica de los nematocistos y filamentos mesentéricos de la anémona
Bolocera tuediae (de la familia Actiniidae)}, y se obtuvo una banda por iscelectroenfoque con un pl de
4.2. En otro estudio del extracto crudo obtenido de todo el cuerpo de Epiactis profifera, fueron
separados por isoelectroenfoque preparativo a tres isotoxinas nombradas epiactina A, By C con un p!
a pH 6.4, 8.3 y 7.6 respectivamente (Bernheimer y Avigad, 1982). Esto refleja los escasos trabajos
realizados en citolisinas acidicas y de donde posiblemente se pueden obtener nuevas proteinas o
péptidos, o bien, aportar un conocimiento mas para comprender el mecanismo citolitico de las toxinas

aisladas de anémonas.
La actividad hemolitica de las antilliensinas en eritrocitos de humano y oveja puede ser

comparada con los valores de las actividades liticas producidas por las toxinas kenti, caritoxina l y I, y

HMg | y 11, observando que las toxinas antilfiensina | y It son mas potentes (6.7x10° HU/mg) que la
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caritoxina 1l (5.8x10° HU/mg), mientras que las oftras citolisinas son mdas potentes que las
antilliensinas, aungue el valor de la actividad litica de las dltimas es muy cercano a caritoxina |,
(7.0x10° HU/mg), HMg | (1.55x10* HUImg), HMg It (4.5x10° HU/mg) y kenti (4.3x10° HU/mg) (Tabla
1).

El estudio demostré que la anémona B. antilliensis posee dos toxinas polipeptidicas
(antilliensina 1 y I1) con una actividad hemolitica en eritrocitos de rata, humano y oveja. La sensibilidad
de estos eritrocitos para ser lisados por las dos toxinas fue diferente, teniendo una disminucion en la
sensibilidad con el siguiente orden: humano, oveja y rata. Comparando este resultado con otras
especies de anémonas, se ha observado que para Condylactis gigantea y Stichodactyla helianthus,
los eritrocitos de oveja son mas sensibles a sus toxinas que los eritrocitos de humano (Bernheimer y
Avigad, 1982).

Se ha propuesto que la sensibiidad de los eritrocitos de diferentes mamiferos para la
actividad litica de citolisinas de anémonas, estd relacionada con la composicién de lipidos en la
membrana. En la membrana plasmatica y en algunas otras membranas de las células animales, el
colesterol es unc de sus mayores constituyentes y funciona como un receptor para citolisinas
activadas por el grupo tiol, como la metridiotisina. La metridiclisina (toxina acidica con un peso
molecular de 80, Q00 Da) es inhibida por colesterol y su mecanismo citolitico es similar a las
citolisinas de bacterias activadas por un grupo tiol (Kem, 1988a), y quizas tas antiliensinas acidicas
obtenidas en el presente estudio puedan también ser inhibidas por el colesterol y activadas por un
grupo tiol. Se ha mostrado que citolisinas activadas por el grupo tiol pueden formar un canal i6nico en
lipidos de membranas que consta de un complejo de tres o cuatro proteinas moleculares (Michaels,
1979; Varanda y Firkslstein, 1980, Norton et al., 1990).

Ctro lipido presente en las membranas plasmaticas y que esta relacionado con el proceso
citolitico es la esfingomielina. La accion citolitica de las toxinas de anémonas purificadas hasta ahora
san inhibidas fuertemente por la esfingomielina, con excepcién de {a metridiolisina, esto sugiere que
dicho esfingolipido es un aceptor o receptor en ta membrana para la unién de toxinas. No hay una
correlacidén directa entre las cantidades de esfingomielina presentes en diferentes eritrocitos de
mamiferos y su sensibilidad contra la accion citolitica de las toxinas (Shiomi et a/., 1985; Doyle et al.,
1989). Cabe mencionar que, las células que carecen de esfingomielina o que tienen una pared celular

no son sensibles a la citosilinas de anémonas (Bernheimer y Avigad, 1976),

El mecanismo de la hemdlisis todavia no se conoce totalmente, incluyendo el de las toxinas
de anémonas mas estudiadas; por ejemplo, existe evidencia dé que la hemolisis inducida por la
equinatoxina Il es debida a la formacidn de poros en la membrana (Belmonte y Menestrina, 1930},
Macek y colaboradores (1994) reportaron que equinatoxina If causa hemolisis como un resultado de

un choque asmdético por la apertura de poros selectivos por la toxinas.
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A partir de lo antes mencionado, se propone que los distintos valores de las unidades
hemoliticas empleadas para lisar uno u ofro tipo de eritrocitos utilizados en este trabajo, se puede
deber a la diferencia en la composicion lipidica de las membranas, sabiendo gue en la membrana de
los eritrocitos de humano tanto el colesterol como la esfingomielina se presentan en menor proporcion
que en membranas de eritrocitos de oveja y rata, siendo este dltimo organismo el que exhibe
eritrocitos con gran cantidad de lipidos en su membrana (Tabla 5).

Eritrocitos de: | CL SM PC PE PI PS
Humano 9 17 28 27.2 1.3 13
Oveja 10 - 36 40 2 12
Rata 17 20 47.5 215 35 10.8

Tabla 5. Comparacion de los porcentajes de lipidos de membranas en eritrocitos de humano, oveja y
rata. CL: colesterol, SM: esfingomielina, PC: fosfatidilcolina, PE: etanolamina, PLinositol, PS: serina
(Chapman y Wallach, 1976; Avers, 1991; Lowey ef a/, 1991; Dealtri y Rickwood, 1992; Yeagle, 1993).

En cuanto a la actividad electrofisioldgica de las toxinas, se observd la existencia de toxinas
que actuan en algun canal idnico, que probablemente se trate del canal de sodio, ya que la mayoria
de las proteinas de anemonas que han sido caracterizadas con un pesc molecular de 5, 000 Da y las
citsolisinas que forman poros selectivos y que poseen un peso molecular en un rango de 15, 000 a
20, 000 Da, actuan en el canal de sodio {Norton, 1991). Con esto se concluye que B. antilliensis
contiene tanto hemolisinas como neurotoxinas, y se sugiere la realizacion de un estudio
electrofisiolégico detatltado, para poder conocer si las antilliensinas ademas de ser hemoliticas son o
no neurotdxicas, o bien, para describir las neurotoxinas de B. antiffiensis.

Las toxinas cbtenidas de B. antilliensis estan contenidas en los nematocistos, debido a que
despugs ds la descarga de estas estructuras se incrementd la actividad hemolitica. Aunque no existe
un metodo completamente eficaz para aislar los nematocistos; se ha propuesto enfaticamente aplicar
choques eléctricos para inducir su descarga, pero esto no resulta ser muy eficiente para B
antilliensis, y asi obtener una cantidad de proteina suficiente para aislar la toxina de interés
{Venkateshvaran, com. pers.), y aunado a esto, es muy importante considerar el tamafio del
arganismo. En el caso de Bunodosoma caissarum este método resultd ser muy favorable para aislar

péptidos contenidos en los nematocistos (Malpezzi et al., 1883).

En cuanto a la anatomia de los cnida de los tentadcuos de B. antifliensis se refiere, se observd

un arreglo helicoidal de las espinas que rodean el tubo del nematocisto, asi como microfibrillas en la
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matriz del organulo. El arreglo de espinas puede servir de manera ofensivamente como taladra dentro
del tejido de la presa y para sujetar a ésta. Cabe mencionar que la variedad de las espinas
morfologicas pueden estar relacionadas con la funcién y/o caracteristicas del veneno de un tipo

particular de nematocistos, sin embargo esto aun no esta demostrado (Fautin y Mariscal, 1991; Shick,
1991).

Ademas de la presencia de espinas dentro del nematocisto, se abservé una estructura en
forma de red. Se ha sugerido que dicha estructura se puede extender hacia fuera para incrementar 1a
superficie y propiedades adhesivas (Mariscal y MclLean, 1976; Mariscal, 1974).

La presencia de toxinas muy poterttes en anémonas es sorprendente ya que estos animales
estan adaptados a un modo de vida sedeniario el cual requiere de substancias altamente efectivas y
gue actuen rapide para inmobilizar, matar las presas y/o repeler un depredador potencial. Claramente
ios cnidarios aun representan una frontera toxicolégica, y se puede anticipar que investigaciones
futuras de otros miembros de este Phylum revelarian otras toxinas, como polipéptidos con estructuras

y modos de accion de interés.

Estudios ecolégicos en algunos animales toxicos como peces, cnidarios, esponjas y otros,
han demaostrado que sus toxinas juegan un papel importante en la captura de su presa, y a partir de
esto se ha sugerido que las toxinas producidas, principaimente por antozoarios y esponjas, actan
como proteccion no soélo contra depredadores, sino también durante la forma larval de animales
sesiles, 1o que ha favorecido la formacidn de colonias. Se ha propuesto que el origen de |as toxinas
dentro de los organismos toxicos es el resultado de (Gieibs y Mebs, 1999; Mebs, 1998; Sierra-Beltran '
et al., 1998}

1) La red trofica, si un organismo consume productores primarios toxicos, el eslabon
secundario adquiere las toxinas de su alimento y puede emplearlas como tal, y dentro de esta
posibilidad se tiene el ejemplo del coral Palythoa (produce palitoxina) que consume un dinoflagelado
toxico (Gambierdiscus toxicus), a su vez, Palythoa es consumido por poliquetos, estrellas de mar y

peces, en cada uno de estos organismos se va acumulando la toxina.

2) Algunas toxinas marinas tienen un significado fisiologico para el organismo que las
contiene; por ejemplo, ios peces tetrodontidos con tetrodotoxina y peces que contienen dinogunelina
dichas sustancias se encuentran en sus huevecillos donde probablemente ayuden al desarrolio
embrionario.

3) Acumulacion de sustancias toxicas como resultado de cambios anormales en su

metabolismo producido por alteraciones de su ambiente.
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B. antilliensis contiene endosimbiontes, los cuales no se sabe si son toxicos, es un factor
determinante para ia produccion de toxinas, o sdlo es un simbionte. El modo de alimentacion de dicha
anémona es por filtracion, y es posible que existan dinloflagelados con toxinas en la laguna arrecifal
de Puerto Morelos que sean consumidos por la anemona, o bien, durante todo su periodo de

evolucion. las anémonas producen toxinas solo para capturar su alimento y defensa.
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PERSPECTIVAS

De acuerdo al conocimiento de la relacion estructura-funcion de las citolisinas de anémonas,
los mecanismos cinéticos de las hemolisinas y los estudios de canales en las membranas celulares,

se presentan |as siguientes perspectivas:

» Dsterminacion de la estructura primaria de tas antilliensinas. Se ha sugerido que la estructura

primaria de las citolisinas de anémonas pueden ser marcadores quimiotaxondmicos (Norton et al.,
1991).

» Estudio sobre las fuerzas hidrofébicas y electrostaticas que pueden actuar en las uniones
especificas de las antilliensinas con las esfingomielinas. Aparentemente la carga neta de toda la
superficie molecular de una proteina influye en sus interacciones, aungue solamente una
pequefia drea en la superficie de la proteina hace contacto con la superficie (MacRitchie, 1978).
Graham y Phillips (1978) analizaron en detalle las diferentes fuerzas atractivas y repulsivas que
influyent en la insercion de la proteina dentro de la superficie molecular, v su modelo
cualitativamente predice la cinética y presiones de superficie, observando cémo la carga neta de
una citolisina puede ser reducida a pH altos. Doyle y colaboradores (1982) concluyeron que la
citolisina de Stichodactyla inicialmente se une a lipidos de membrana a través de fuerzas
electrostaticas e hidrofdbicas; mientras tanto, uniones especificas a esfingomielina facilita la
insercién del mondmero de la toxina en la bicapa de lipidos. En este sentido, la esfingomielina
podria estimular la agregacion de algunos mondmeros de toxina, para procesos aparentemente

necesarias para la formacidn de un canal iénico.

« Estudio de la fuerza idnica en el mecanismo litico de las antilliensinas. El incremento de la
actividad de |as citosHinas a altas concentraciones de sal, puede estar relacionado con cambios
conformacionales de las cilolisinas producidos por su medio natural, cuando estas son secretadas
de la anémona al ambiente marino, v puede operar como un mecanismo regulador de su

actividad contra la presa (Alvarez et al., 1998).

s Analizar las interacciones de las antilliensinas con esfingomielinas y colesterol para conocer cdmo

se puede inhibir el mecanismo litico de las antilliensinas.

o Estudio de la relacidn de las antilliensinas con la actividad de Ca®* intracelular. Se ha encontrado
que la accion citotoxica de algunas citolisinas de anémonas, como la equinatoxina [i, esta
correlacionada con la actividad de Ca®’ intracelular, debido a la formacién de canales permeables
de Ca’*. Estos resultados han sido consistentes con los efectos descritos en los trabajos
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realizados en Stoichachtis helianthus. Debido al elevado gradiente electroquimico de Ca®' a
través del plasma de la membrana, y a la baja actividad de Ca® en el citosol (Shin et al., 1979;
Bernheimer y Rudy, 1986; Kem, 1988a).

Describir la especificidad de la toxina con diferentes tipos sanguineos para conocer si se trata de
una lectina. Las lectinas son proteinas especificas capaces de unirse a ciertas células o provocar
su aglutinacion. Lo més notable y significativo es el hecho de que algunas lectinas agiutinan
preferentemente ias células de los tumores; los residuos de carbohidratos especificos a los que
se unen las lectinas se hallan mas expuestos sobre las superficies de las células tumorales. La
especificidad de las lectinas, asi como su utilidad practica, se muestra por su capacidad para
distinguir entre las células rojas sanguineas de los tipos A, B y O, que se diferencian en la
estructura de los grupos oligosacaridos (Zenteno et al., 1995; Matsui ef al., 2001).
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