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RESUMEN.

Aurelia aurita (Linné, 1758) es una escifomedusa con una amplia distribucion
mundial y es considerada como una especie inocua en humanos, sin embargo esta
especie en el Caribe Mexicano produce una evidente dermatitis. El propésito fundamental
de este trabajo fue evaluar la biotoxicidad de los extractos crudos obtenidos de A. aurita,
as! como de las fracciones prepurificadas extraidas por medio de cromatografia sélido-
liquido en las variantes de filtracién en gel e intercambio ibnico. Los ejemplares de A.
aurita se recolectaron manuaimente en las aguas del Caribe mexicano. Los nematocistos
se aislaron, midieron y caracterizaron reconociéndose 2 tipos: atricos isorrizas y
homotricos microbasicos euriteles. Los extractos crudos liofilizados (precipitado,
sobrenadante y margen tentacular) se obtuvieron por el método modificado de Kem et al.
(1989). La actividad citotéxica fue evaluada en nauplios de Artemia salina utilizando los
extractos crudos a diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas) después de la eclosion. La
actividad hemolitica se realizd con base en la técnica descrita por Roftini et af (1990)
utilizando eritrocitos de oveja, res y humano. La actividad neurotdxica de los extractos
crudos y de las fracciones parcialmente purificadas se evaludé en cangrejos de la especie
Ocypode cuadrata mediante inyecciones intramusculares en la base de la tercera pata
caminadora. Se determiné el peso molecutar de los extractos crudos, asi como de las
fracciones biclégicamente mas activas (Aa-l y Aa-ll) por medio de electroforesis en ge!.
Los resuiltados obtenidos con los nauplios de A. salina mostraron una mortalidad del
100% con una dosis de 0.1 mg/ml de precipitado y margen tentacular, a las 72 horas de la
eclosion. Al evaluar la actividad hemolitica de los extractos crudos se observé una mayor
sensibilidad en los eritrocitos de humano (63%), en contraste con los eritrocitos de oveja
(31%) y los de res (30%). La unidad hemolitica se obtuvo sélo en los eritrocitos de
humano con 0.6 y 0.2 mg de proteina de extracto crudo con y sin inhibidor de proteasas
respectivamente. Al analizar la actividad neurotdxica en los cangrejos Ocypode quadrata,
se advirtié una clara actividad biol6gica, caracterizada por fuertes contracciones tetanicas
involuntarias de las extremidades, tembiores, paralisis y posteriormente la muerte.
Asimismo, se observé que conforme se avanzaba en la purificacion de las toxinas, la
actividad biolégica se incrementaba. Finalmente, los extractos crudos tuvieron un peso
molecular que fluctud entre 18 y 120 KDa, en tanto que el de las fracciones Aa-l y Aa-ll
oscilé entre 45 y 66 kDa.



1.0 INTRODUCCION

Las investigaciones sobre toxinas de organismos marinos se iniciaron en
los aftos 40°s y 50°s. Ya en la década de los 70°s compaiias farmacéuticas
colaboraban con universidades de Estados Unidos, Japdn, Bélgica, Francia y
Australia en programas de investigacion para evaluar los compuestos
presentes en organismos marinos (Ross ef al. 1967). Estos compuestos se han
obtenido en diferentes phyla como protozoarios, esponjas, anélidos,
artrépodos, moluscos, equinodermos y cordados. Sin embargo, uno de los
phyla que ha llamado la atencién de los investigadores y en donde se han
desarrollado la mayoria de los estudios es el Phylum Cnidaria (Southcott,
1979).

Los compuestos que presentan actividad biolégica de importancia
farmacolégica en los organismos marinos, son los metabolitos secundarios,
dado que actuan como mensajeros quimicos de accion selectiva sobre
receptores bioguimicos en los seres vivos (Braekman & Daloz, 1983). En las
toxinas marinas se encuentran principalmente los siguientes grupos quimicos:
aminas organicas (histamina y serotonina), colinesterasas (murexina),
componentes amonio cuaternarios (tetraminas), esteroides glicosidos
(holothurina), diversos componentes heterociclicos (tetradotoxina y saxitoxina),
terpenos, flavonoides, asi como proteinas (hemolisinas, cardiotoxinas,
enzimas) y péptidos (neuro y cardiotoxinas) (Béress & Béress 1984).

El Phylum Cnidaria agrupa cuatro clases: Hydrozoa, Scyphozoa, Cubozoa y
Anthozoa. De las 9000 especies de cnidarios conocidos se sabe que 70 de
ellas causan dafio al hombre ya sea por contacto directo con sus nematocistos
0 por ingestion (Béress, 1982). Los venenos de algunos de estos organismos
se encuentran entre los mas potentes hasta ahora conocidos (Haistead, 1978,
Kem,1989). Estos compuestos téxicos estan confinados en capsulas
citoplasmicas, los nematocistos (Watson & Wood, 1988), considerados como
organelos intracelulares especializados. La estructura de los nematocistos es
un tanto complicada considerando su tamafio diminuto (del orden de
micrometro), estan constituidos por una capsula que contiene la toxina y un
filamento hueco enrollado en espiral. Los nematocistos se localizan a lo largo
de la epidemis, inmersos en las células epitelio-musculares, son mas
abundantes en los tentaculos y brazos orales; el filamento de estas estructuras
penetra e inyecta una mezcla de proteinas, péptidos y otros compuestos
téxicos que tienen como funcién la captura de las presas y de defensa contra la
depredacion. Hasta el momento se conocen entre 25 y 30 diferentes tipos de
nematocistos (Mariscal, 1974).



Algunas especies de cnidarios como Chiropsalmus quadrigatus, Carukia
bamesi, Pelagia noctiluca, Chrysaora Qquinquecimha, Physalia physalis,
Chironex fleckeni y Millepora alcicornis son capaces de producir graves dafios,
incluyendo {a muerte en humanos (Bumett, 1991, Schwartz,1977). Los dafios
infringidos por las toxinas de cnidarios pueden desencadenarse por la reaccidn
inmune que provoca al entrar al organismo, o por el efecto tdxico generado por
el veneno mismo; es toxico principalmente al sistema cardiovascular,
respiratorio y renal, lo que puede provocar la aparicion de sintomas sistémicos
acompaiados de lesiones cutaneas, presentando gangrena, contracciones,
neuritis, hiperpigmentacion, ulceraciones en la comea y como efecto de post-
envenenamiento granulomas anulares (Burnett, 1991, Bumnett ef al., 1996).

Las toxinas de los cnidarios contienen una variedad de sustancias quimicas
que exhiben actividad biolégica en varios sistemas de prueba. Algunas de las
proteinas téxicas presentan accién citotéxica (Neeman, et al, 1980 a y b;
Calton & Bumett, 1983; Endean, ef al., 1993), hemolitica (Walker, 1988,
Bernheimer & Avigad, 1981; Dekker, 1988; Comis & Howden, 1989; Long-
Rowe & Burnett 1994; Endean, ef al., 1993; Rottini, ef al., 1995, Guzmani et al.,
1997, Alvarez, 1997), accién cardiotoéxica (Kelman, ef al., 1984, Walker, 1977),
algunas presentan actividad fosfolipasa A (Hessinger & Lenhoff, 1976; Lotan,
et al,, 1995, Radwan et al, 2001), asi como también proteasa (Hessinger &
Hessinger 1981; Calton & Burnett, 1982). Otras toxinas de cnidarios ejercen su
efecto toxico modificando las propiedades de los canales de sodio sensibles a
voltaje involucrados en fa generacion del potencial de accidén (Béress & Béress
1984).

Dentro de los cnidarios, las medusas constituyen un grupo importante desde
varios puntos de vista, ecolégico, oceanografico y econémico (Russell, 1970).
Las medusas tienen ademas importancia médica, ya que varias especies se
consideran dentro de los organismos mas toxicos que se conocen (Halstead,
1978) ocasionando problemas de salud piblica en varias partes del mundo.
Salvo algunas excepciones, aun no se cuenta con métodos de tratamiento
adecuados para casos serios de envenenamiento.

Los estudios realizados con compuestos téxicos que tienen actividad biolégica
presentes en medusas, coinciden en que a diferencia de otros cnidarios, en las
medusas la gran mayoria de los compuestos presentan una termolabitidad e
inestabilidad considerables, asi como también un elevado peso molecular
(Burnett, 1990). Asi, Kelman ef al., (1984) al estudiar los compuestos de la
escifomedusa Chrysaora quinquecirrha semipurifico una toxina mesentérica, de
un peso molecular superior a2 los 108 kDa. Otros autores encontraron en la
misma especie proteinas de alto peso molecular con actividad acido proteasa
(Calton & Bumett, 1982), asi como endonucleasas (Neeman ef al., 1980c). En
otra especie, Rhopilonema nomadica, se encontraron dos fracciones con
actividad proteolitica, de 85 y 40 kDa (Guzmani ef al, 1997). Por otro lado,
Keen & Crone (1969) obtuvieron hemolisinas labiles de extractos tentaculares



de Chironex fleckeni, encontrando una relacion lineal entre el porcentaje de
hemdlisis y la concentracion del extracto; las fracciones mostraron picos de 70
y 150 kDa. Bloom et al. (1988), estudiando esta misma especie, aislaron
proteinas con actividad biolégica toxica entre los 30 y 200 kDa. Al estudiar las
toxinas de la cubomedusa Carybdea marsupialis se purificd una toxina citolitica
de peso molecular alrededor de los 102-107 KDa, termolabil, altamente
inestable y de polaridad media (Rottini et al., 1995).

Aurelia aurita (Lineé, 1758), es una escifomedusa (Fig. 1), con una amplia
distribucién geografica, variando la potencia de sus toxinas en las diferentes
localidades. Es considerada por lo general como una especie inocua o casi
inofensiva para el ser humano (Russell, 1970). Sin embargo, esta
escifomedusa puede ocasionar en el hombre lesiones cutaneas importantes
(Burnett et al.,, 1988).

Fig. 1. Dibujo de la escifomedusa Aurelia aunta.

Las investigaciones sobre la actividad biolégica de las toxinas de esta especie,
son limitadas. Kihura et al. (1988) encontraron que las toxinas de A. aurita en
Japén producen un bloqueo irreversible en membranas musculares, asi como
una depolarizacién irreversible, iniciada probablemente por un incremento en la
permeabilidad al sodio. Por otra parte, Pong-Prayoon et al. (1991) encontraron
que la A. aurita de Thai mostraba accién hemdlitica y proteolitica.

Radwan et al. (2001) compararon las propiedades quimicas y téxicolégicas det
veneno de los nematocistos de A. aurelia de Europa y de Ameérica,
encontrando que el veneno crudo de la Aurelia proveniente del Mar Rojo es
mas potente que el de la Bahia de Chesapeake, EUA.



encontrando que el veneno crudo de ia Aurelia proveniente del Mar Rojo es
mas potente que el de la Bahia de Chesapeake, EUA.

1.1 OBJETIVO GENERAL.

¢ Evaluar la actividad biolégica de las toxinas de la Aurelia aunta del Caribe
Mexicano.

1.2 OBJETIVOS PARTICULARES

«» Aislar, caracterizar y obtener la descarga de los nematocistos de ejemplares
adultos de Aurelia aunita.

%+ Evaluar la actividad biolégica de las toxinas mediante bioensayos (hemolisis
y letalidad en larvas nauplio de Arfemia salina).

-

*+ Purificar parcialmente las toxinas mediante cromatografia sdlido-liquido.

+ Evaluar la actividad biolégica de las fracciones parcialmente purificadas,
realizando ensayos de hemdlisis en eritrocitos de mamifero y de toxicidad
en cangrejos del género Ocypode quadrata.

2.0 ZONA DE RECOLECCION

La recoleccién del material biolégico se realizdé en la Laguna Bojoérquez,
Cancin (Fig. 2), la cual forma parte del Sistema Lagunar Nichupté, que se
encuentra localizado en la porcién oriental de la Peninsula de Yucatan, a los
21° 31°N y 84° 44°0 (Jordan, 1978). La Laguna Bojérquez tiene una area de
2.47 km y dos canales de comunicaciéon con el sistema lagunar. Su batimetria
es irregular. La mayor profundidad es de 4 m, el resto de la laguna presenta
una profundidad promedio de 1.70 m disminuyendo hacia las orillas y hacia el
sur, donde se encuentran profundidades entre 1.30 y 1.50m {(Merino &
Gallegos, 1986). La laguna presenta caracteristicas hiposalinas, legando a
37.5 %o (Jordan, 1979). Los sedimentos de la laguna son de carbonatos de
calcio, también existe una capa de materia organica en descomposicidn de
varios centimetros de grosor (Merino & Gallegos, 1986).
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Fig. 2.- Ubicacién de la zona donde se recclectaron los ejemplares del presente
estudio.

3.0 MATERIALES Y METODOS
3.1 Material bioldgico.

Extracto crudo de la escifomedusa Aurelia aunta, larvas nauplio de Artemia
salina, cangrejos de! género Ocypode quadrata, eritrocitos de humano, res y
cordero.

3.2 Reactivos y productos quimicos.

Sephadex G-200 (Pharmacia Biotech), DEAE Sephadex A-50 (Sigma-Aldrichy),
Sephadex G-100 (Sigma-Aldrich), Sephadex G-50, perlas de silice (Sigma-
Aldrich), agua desionizada, acido acético, cloruro de sodio, fosfato de sodio
monobasico (NaHPO, H.0), fosfato de sodio dibasico (Na;HPOs 7Hz0)
(Sigma-Aldrich), persulfato de amonio (Sigma-Aldrich), metanol e isopropanol
(Baker), coctel inhibidor de proteasas (Roche), reactivo de Bradford (Sigma-




Aldrich), N, N, N’ N’-tetrametiletiendiamina "TEMED" (Sigma-Aldrich),
marcadores de peso molecular (Bio-Rad): miosina 205 kDa; p-galactosidasa
116 kDa; fosforitasa 97 kDa; albumina de bovino 66 kDa; ovoalbumina 45 kDa,
anhidrasa carboénica 29 kDa; tripsindgeno 24 kDa; B-lactoglobulina 18 kDa.

3.3 Equipo y materiales

Vortex, balanza analitica (Mettler), nanopurificadora de agua Storage sistem
(Barnstead), centrifuga (IEC/ Centra CL2), colector de fracciones (Pharmacia
Biotech), bomba peristaltica de baja presién P-50 (Pharmacia Biotech), detector
de UV-1 (Pharmacia Biotech), rotaevaporador (Re lIl Biichi), bafio de agua
(Buchi Modelo B480), espectrofotdmetro (Aminco DW2), espectrofotémetro
(Beckman) Modelo 35, liofilizador Freeze Drying Model 77500 (Labconco),
refrigerador, fuente de poder Modelo EC500-90, Protean Il Electrophoresis Cell
Bio-Rad, celdas de vidrio (3 ml) para espectrofotometro (Sigma-Aldrich),
columnas de vidrio para cromatografia en gel (2 x60, 1.2x 22, 1.8x50.2, 2.3
X 60 cm).

3.4 Recoleccidn y procesamiento del material bioldgico

La recoleccion de los ejemplares adultos de Aurelia aurita se realizé en la
Laguna Bojorquez, Cancin, a lo largo de 1999-2000. La captura se llevd a
cabo desde la lancha con la ayuda de redes de mango largo con una abertura
de malla de 500 micrometros. Los ejemplares recolectados se colocaron en
cubetas con aereacién para su traslado al taboratorio.

A cada uno de los ejemplares se le cortdé el margen tentacutar, colocandclos en
bolsas herméticas etiquetadas con el nombre de la especie, la fecha y la
localidad de recolecta, refrigerandose a -70° C donde permanecieron hasta su
procesamiento.

3.5 Aislamiento, descarga y caracterizacion de los nematocistos.

Con el proposito de obtener la descarga de los nematocistos, se
implementaron tres métodos: El primero consistid en hacer dos preparaciones
con el margen tentacular de las medusas, a una de las preparaciones se le
adicioné agua desionizada, y a la otra una gota de acido acético. El segundo
fue el método modificado de Kem et al. (1989). En este método las muestras se
descongelaron agitandolas en agua desionizada por un lapso de 30 minutos.
Posteriormente, se separaron los tentaculos del homogeneizado resultante,
manteniendo este Ultimo a 4° C. Los tentaculos se congelaron a -70° C en
donde permanecieron por un lapso de dos horas. Transcurrido este tiempo, se
procesaron tanto el homogeneizado como los tentaculos adicionando el
primero al segundo y agitando para descongelar por aproximadamente 15
minutos. Ei procedimiento se repitié dos veces mas. Finalmente, los tentaculos
fueron separados del homogeneizado el cual se centrifugd a 3000 r.p.m.




durante 10 minutos. Se separd el precipitado del sobrenadante y de cada uno
se tomd una alicuota para ser observada al microscopio con el objeto de
asegurarse de la descarga de los nematocistos. Ambas muestras se guardaron
en frascos a -40° C para su posterior liofilizacion.

El tercer método utilizado, fue una modificacion del anterior, el margen
tentacular no se separé del homogeneizado y se le agregé un inhibidor de
proteasas, posteriormente se agitd con perlas de vidrio tres veces durante un
minuto y se centrifugd a 15,000 g durante 15 minutos a 0° C. Se separd el
precipitado del sobrenadante y de cada fase se tomd una alicuota para ser
observada al microscopio. Las muestras se mantuvieron a -40° C para su
posterior liofilizacion.

La caracterizacion de los nematocistos se llevd a cabo con base en la
clasificaciéon propuesta por Mariscal (1974).

3.6 Bioensayos de toxicidad en larvas nauplio de Artemia salina

Para evaluar la actividad toxica del material liofilizado (precipitado,
sobrenadante y margen tentacular sin centrifugar), se reatizaron bioensayos de
toxicidad con larvas nauplio de Artemia salina, a partir de las 24, 48 y 72 hrs
después de la eclosion. Se realizaron observaciones de conducta y mortalidad
a diferentes horas de haber afadido los extractos crudos (1, 3, 5y 10 hrs). Se
utilizaron seis vasos de precipitados y en cada uno se colocaron 30 artemias
en 150 ml de agua de mar filtrada y con luz y aireacion constantes. En tres de
los vasos, se adicionaron 0.1 mg/ml de los extractos liofilizados de A. aunta
previamente disueltos en agua desionizada, los tres vasos restantes se
mantuvieron como controles.

Este experimento se realizé por triplicado, expresandose los resultados como
promedios +/- la desviacién estandar. Por otra parte, para determinar si existian
diferencias significativas entre los tiempos y los tratamientos, se aplicé el
estadistico "t" Student para pruebas significativas con 95% de confianza (P<
0.05).

3.7 Ensayos hemoliticos.

Con el propésito de efectuar pruebas de hemdlisis con los extractos crudos
obtenidos, se utilizé el método modificado de Rottini et al., (1990} descrito para
citélisis bacteriana. Se emplearon eritrocitos de humano (sangre RH-), oveja y
res. Para la evaluacidon hemolitica de las fracciones parcialmente purificadas,
se trabajo exclusivamente con los eritrocitos de humano.

Se prepard una solucidn fisiolégica de Alsever pH 7.4, compuesta de dextrosa
anhidra, citrato, de sodio, cloruro de sodio y acido citrico. A 2 ml de sangre se
le adicionaron 20 ml de solucién de Aisever, se mezclaron y posteriormente se
concentraron por centrifugacién a 3000 r.p.m. durante 5 min, el precipitado se
resuspendié en 20 ml de solucidon fisiolégica de Alsever, después de tres



repeticiones se recuperd el precipitadc y se resuspendié en 20 mi de Alsever
frio. Con la finalidad de calibrar al 0 y 100 % de hemdlisis, a partir de la
suspension final, se realizaron diferentes diluciones con sotucién de Alsever y
agua desionizada, las cuales se agitaron ligeramente y se incubaron a 30 ° C
por un lapso de 30 min, después se centrifugaron a 3000 r.p.m. durante 4
minutos. Se midid la absorbancia del sobrenadante a 415 nm y como blanco se
utilizé la solucidn de Alsever.

Una vez que se determind el 0 y 100% de hemdlisis, se probaron diferentes
concentraciones de los extractos crudos (5, 10, 30, 50 y 70 mg). Para este
ensayo se utilizé el sobrenadante del margen tentacular (con y sin inhibidor de
proteasas) liofilizado. Las muestras se incubaron a 30 °C en un bafio de agua,
durante 30 minutos, posteriormente se centrifugaron a 2500 r.p.m. durante 4
minutos. Se registro la lectura de absorbancia del sobrenadante. Con los datos
obtenidos de 0 y 100% de hemdlisis, se generé una recta y se calcularon los
porcentajes de hemdlisis de las muestras por interpolaciéon. Se determind la
unidad hemolitica (HU50) definida como la cantidad de proteina requerida para
causar el 50% de hemdlisis.

3.8 Bioensayos en cangrejos Ocypode quadrata

Para realizar los bioensayos de toxicidad con cangrejos de la especie
O.quadrata se tomé 0.1 mg de extracto crudo por cada 10 gr de peso del
organismo y se inyecto via intramuscular en la base entre la coxa y el isquién
del tercer pereiépodo. Se tomaron datos de peso del organismo, volumen de
muestra aplicada, asi como la conducta presentada por los organismos a los 5,
10, y 20 minutos después de ser suministrada la dosis. La misma metodologia
se siguid para evaluar la actividad de las fracciones prepurificadas.

3.9 Método de cuantificacién de proteinas.

Con el objeto de determinar la cantidad de proteina de! extracto crudo, asi
como de fas fracciones obtenidas, se siguié el método de Bradfordt (1976).

3.10 Purificacion parcial del extracto crudo.

Para aislar los componentes activos del extracto crudo de Aurelia aurifa, se
utilizé la técnica de cromatografia sélido-liquido de baja presion, en las
variantes de filtracién en gel, asi como de intercambio ibnico. Para ello se
tomaron 75 mg del extracto crudo y se disolvieron en 5 mi de agua nanopura,
la cual se filtr6 en una membrana de 0.45 micrémetros. La muestra asi
obtenida se colocd en una columna de filtracion en gel (Sephadex G-200-120},
equilibrada y eluida con una solucién isocratica de buffer de fosfatos pH 7.2.
Cada una de las fracciones obtenidas por este método se pasaron por un gel
de intercambio iénico (DEAE Sephadex A-50); las fracciones eluyeron con
buffer de fosfatos pH 6.3 en un gradiente escalonado 0.05, 0.1, 0.3 y 0.5 M.
Todas las fracciones eluidas por el paso cromatografico anterior fueron




desaladas aplicandolas a una columna de filtracién en gel (Sephadex G-100)
utilizando como eluyente una solucién isocratica de acido acético 0.2 M. Las
fracciones se concentraron al vacio en un rotaevaporador y se liofilizaron para
ser evaluadas en bicensayos de toxicidad con cangrejos y en ensayos
hemoliticos con eritrocitos humanos.

Por ditimo, con el extracto crudo, se realizd una corrida de prueba con
Sephadex G-50 equilibrada y eluida con una solucién isocratica de acido
acético 0.3 M.

3.11 Electroforesis.

Con el propésito de conocer el intervalo de peso molecular en el que se
encuentran los extractos crudos (precipitado y sobrenadante), asi como de las
fracciones que presentaron actividad biologica, se realizd electroforesis en gel
de acrilamida, de acuerdo con el método de Laemelli (1970), teAido con azul de
Coomassie. El gel se prepard en condiciones desnaturalizantes (SDS) vy
reductoras (B-mercaptoetanol al 5 % ), con un gradiente de concentracién de
acrilamida del 10 al 20%. Las muestras migraron a un voitaje constante de 20
voits por 12 horas y se utillizaron marcadores de proteinas de alto y bajo peso
molecular para geles de poliacrilamida-SDS.

4.0 RESULTADOS.
4.1 Aislamiento y caracterizacion de los nematocistos de Aurelia aurita

Al estudiar los nematocistos de Aurelia aurita se observd que esta
escifomedusa posee dos tipos de nematocistos: homotricos microbasicos
euriteles (HME) y atricos isorrizas (Al). En los primeros la capsula es de forma
ovoide, la porcidén basal del tGbuio descargado es delgada y corta (menos de
tres veces la longitud de la cépsula), ademas presenta una dilatacién en la
parte basal que se encuentra ornamentada con espinas del mismo tamano. En
los atricos isorrizas la capsula también es ovoide, sin embargo, es mas
pequefia que en los (HME), el tubulo descargado se encuentra ligeramente
dilatado distatmente y no presenta espinas (Fig. 3 A).

Los nematocistos se midieron con la ayuda de un microscopio compuesto
obteniendo lo siguiente. los HME cargados midieron en promedio (n=20) 15.2
pm, apreciandose una disminucién en el tamafio, una vez descargados de 11.2
u. Los Al cargados midieron 7.2 um y 7 um los descargados.

Al evaluar los diferentes métodos de descarga de los nematocistos empleados
en este trabajo, se observé que el mas exitoso (hasta con un 90% de
descarga) fue el método modificado de Kem et al. (1989) utilizando el uso de
homogenizador, perlas de vidrio e inhibidor de proteasas (Fig. 3B).




desaladas aplicandolas a una columna de filtracion en gel (Sephadex G-100)
utilizando como eluyente una solucién isocratica de acido acético 0.2 M. Las
fracciones se concentraron al vacio en un rotaevaporador y se liofilizaron para
ser evaluadas en bioensayos de toxicidad con cangrejos y en ensayos
hemoliticos con eritrocitos humanos.

Por dltimo, con el extracto crudo, se realiz6 una corrida de prueba con
Sephadex G-50 equilibrada y eluida con una solucion isocratica de &acido
acético 0.3 M.

3.11 Electroforesis.

Con el propdsito de conocer el intervalo de peso molecular en el que se
encuentran los extractos crudos (precipitado y sobrenadante), asi como de las
fracciones que presentaron actividad bioldgica, se realizd electroforesis en gel
de acrilamida, de acuerdo con el método de Laemelli (1970), tefido con azul de
Coomassie. El gel se prepard en condiciones desnaturalizantes (SDS) y
reductoras (B-mercaptoetanol al 5 % ), con un gradiente de concentracion de
acrilamida del 10 al 20%. Las muestras migraron a un voltaje constante de 20
volts por 12 horas y se utilizaron marcadores de proteinas de alto y bajo peso
molecular para geles de poliacrilamida-SDS.

4.0 RESULTADOS.
4.1 Aislamiento y caracterizacién de los nematocistos de Aurelia aurita

Al estudiar los nematocistos de Aurelia aurta se observd que esta
escifomedusa posee dos tipos de nematocistos: homotricos microbasicos
euriteles (HME) y atricos isorrizas (Al). En los primeros la capsula es de forma
ovoide, la porcidon basal del tibulo descargado es delgada y corta (menos de
tres veces la longitud de la capsula), ademas presenta una dilatacion en la
parte basal que se encuentra ormamentada con espinas del mismo tamaro. En
los atricos isorrizas la capsula también es ovoide, sin embargo, es mas
pequefia que en los (HME), el tibulo descargado se encuentra ligeramente
dilatado distaimente y no presenta espinas (Fig. 3 A).

Los nematocistos se midieron con la ayuda de un microscopio compuesto
obteniendo lo siguiente: los HME cargados midieron en promedio (n=20) 15.2
um, apreciandose una disminucion en el tamafio, una vez descargados de 11.2
p. Los Al cargados midieron 7.2 um y 7 um los descargados.

Al evaluar los diferentes métodos de descarga de los nematocistos empleados
en este trabajo, se observé que el mas exitoso (hasta con un 90% de
descarga) fue el método modificado de Kem et al. (1989) utilizando el uso de
homogenizador, perlas de vidrio e inhibidor de proteasas (Fig. 3B).




10

Fig. 2 A) Fotografia (1000 X) de los dos tipos de nematocistos presentes en A.
aurita: Homotricos Microbasicos Euriteles (HME), mostrando su filamento (fi) y
Atricos isorizas (Al). B) Fotografia (480 x) de los nematocistos aisiados y
descargados por el método modificado de Kem et al,, (1989).

4.2 Bioensayos de letalidad en larvas nauplio de Artemia salina

Al evaluar la actividad biolégica de los extractos crudos obtenidos de Aurelia
aurita (precipitado, sobrenadante y margen tentacular) en larvas nauplic de
Artemia salina, se observd que durante todo el tiempo de experimentacion un
namero escaso de organismos control moria.

Por el contrario, los nauplios expuestos a los diferentes tratamientos
presentaban una mortalidad considerable. Con los tres extractos la etapa
critica se registré desde la tercera hasta ia quinta hora de haberlos aplicado, a
partir de las 24, 48 y 72 horas de la eclosién. La mortalidad de los organismos
tratados con el scbrenadante fue menor, a diferencia de los expuestos con el
precipitado y el margen tentacular, en los cuales a las 29 horas de eclosién y 5
horas de exposicion a los extractos, el 50 % de la poblacion habia muerto.
Después de las 82 horas de la eclosion y pasadas 10 horas de exposicién con
estos dos extractos (precipitado y margen tentacular), el 100 % de los
organismos experimentales habian muerto. Esto es, que 0.1 mg/ml de los
extractos liofilizados (precipitado y margen tentacular) fueron suficientes para
producir la muerte de todos los organismos experimentales. Asimismo, se
encontré que existen diferencias significativas (P< 0.05) tanto en los tiempos
como en los diversos tratamientos aplicados. Los controles no presentaron
diferencias significativas, en tiempos y tratamientos, por lo que sélo se
muestran en una ocasion en la grafica del precipitado ( Fig 4).
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Fig 4.- Actividad toxica en nauplios de Arfernia salina, después de 24, 48 y 72
horas de exposicion con los extractos crudos de la especie en estudio
(precipitado, sobrenadante y margen tentacular).
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4.3 Pruebas hemoliticas.

La actividad hemolitica se observé en una curva dosis respuesta, en la que la
cantidad de hemoglobina liberada por efecto de la concentracion de la toxina
(sobrenadadante del margen tentacular) se mide en un espectrofotémetro a
415 nm de longitud de onda. Al evaluar la actividad hemolitica se observo una
mayor sensibilidad en los eritrocitos de humano (63 %}, en contraste con los de
cordero (31 %) y los de res (30 %). La unidad hemolitica se obtuvo unicamente
con los eritrocitos de humano con 0.6 mg de proteina (Fig.5).

100
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Fig 5.- Actividad hemolitica del extracto crudo de Aurelia aurnta. en eritrocitos
de humano, cordero y res. Se observa la HU y mayor sensibilidad en el primer
tipo de eritrocitos asi como una relacion concentracidbn-absorbancia, en la cuatl
es directamente proporcional la concentracién de extracto y el porcentaje de
hemdlisis.

Se evalué ademés la actividad del extracto al cual se le adicioné inhibidor de
proteasas obteniéndose la unidad hemolitica con 0.218 mg de proteina (Fig.6).
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Fig 6.- Actividad hemolitica en eritrocitos de humano con inhibidor de proteasas
incluido en el extracto crudo, obtenido por el métoedo modificado de Kem et al.
{1989); se muestra en la grafica el valor obtenido de HU.

4.4 Bioensayos con extracto crudo en cangrejos Ocypode quadrata.

Las pruebas realizadas con el precipitado y sobrenadante del margen
tentacular (1.35 y 3.08 mg/0.1 ml de proteina respectivamente) en cangrejos,
mostraron una evidente actividad biolégica en estos crustaceos. A los pocos
segundos de ser suministrada ia dosis, se cbservaron fuertes contracciones en
los misculos de los apéndices caminadores, acompanados de movimientos
espasmoédicos considerables. Las patas se tormnaron temblorosas con
movimientos laterales involuntarios de ios apéndices caminadores, en especial
de los segundos anteriores, habiendo pérdida de la locomocidn, asi como del
control de las quelas. Los individuos tratados con el precipitado murieron en un
promedic de 4 minutos después de la administracion del extracto, mientras que
los cangrejos tratados con el sobrenadante morian a los 9 minutos. Los
resultados derivados de este ensayo mostraron que el precipitado tiene una
actividad biolégica mas potente que el sobrenadante.

4.5 Purificacion del extracto crudo de Aurelia aurita

Una vez que se filtraron 25 mg de extracto crudo (sobrenadante), se pasaron a
través de una columna de filtracion en gel con un flujo de 1 ml/min, y una
atenuacién 0.5 a 1. Se obtuvieron fracciones de 3 ml, y la muestra se leyo a
una longitud de onda de 280 nm. De este primer paso cromatografico, se
obtuvieron 6 fracciones que se concentraron por rotaevaporacion. En la
fraccion 4 se identificd la actividad biolégica (Fig.7), por lo que se pasé por un
gel de intercambio i6nico con un flujo de 0.7 ml/min y una atenuacién de 0.2 a
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0.5, obteniendo fracciones de 5 ml. A partir de este segundo paso
cromatografico se eluyeron 4 fracciones de las cuales sélo la 3 presentéd
bioactividad (eluyé con 0.3 M). Esta fraccion se aplicé en una columna de
fittracion en gel con un flujo éptimo de 2.5 mi/min, una atenuacién de 0.5 y
fracciones de 3 ml. Las fracciones activas asi obtenidas y denominadas Aa-l y
Aa-ll {(Fig. 8) se concentraron al vacio en un rotaevaporador y se liofilizaron,
para evaluar su actividad biolégica en cangrejos de la especie Ocypode
quadrata.
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Fig 7 .- El perfil representa el primer paso cromatografico de la purificacion
parcial de las toxinas de Aurelia aunta, en un gel de filtraciéon Sephadex G-200-
120. Sombreada se muestra la fraccion biolégicamente activa (IV) en cangrejos
de la especie Ocypode quadrata.
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Fig 8 .- Se muestra el perfil cromatografico de Sephadex G-100 donde eluyeron
dos fracciones bioldgicamente activas en Ocypode quadrata. Aa-l y Aa-ll.
(parcialmente purificadas).

Es importante seflalar que se obtuvieron picos mejor definidos y menores
tiempos de elucion como resultado de utilizar como primer paso cromatografico
un gel de filtracion (Sephadex G-50), empleando como eluyente una solucion
isocratica de acido acético 0.3 M a un flujo de 3 mi/min con una atenuacion de
0.1 fracciones de 15 ml. Se obtuvieron 6 fracciones las cuales se concentraron
y liofilizaron, identificandose la fraccién 4 como activa (Fig .9).
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Fig 9 .- Purificacién parcial del extracto crudo, en gel de Sephadex G-50, se
muestra la fraccion bioldgicamente activa (V) en cangrejos Ocypode quadrata.

4.6 Bioensayos con fracciones toxicas en cangrejos Ocypode quadrata.

En estos ensayos se observd que conforme avanzaba el proceso de la
purificacion parcial, las fracciones bioactivas se iban tornando cada vez mas
téxicas. Las fracciones prepurificadas Aa -l y Aa -ll provenientes de filtracion en
gel (Sephadex G-100) al ser suministradas (0.6 ug/0.1ml de proteina y 0.1ml de
fraccién, sin concentrar ni liofilizar), presentaban una evidente actividad toxica.
En el caso de los cangrejos tratados con la fraccion Aa-l se observd que en
unos cuantos segundos los apéndices caminadores presentaban movimientos
involuntarios rapidos (en particular los segundos anteriores), posteriormente
perdian por compieto la movilidad y morian a los 8 minutos. La fraccién Aa -l
resultd ser mas toxica, ya que inmediatamente después de aplicada la dosis,
los organismos arrastraban las patas traseras (en especial las segundas
anteriores) y antes del minuto presentaban ausencia de la actividad
locomotora, posteriormente extendian los apéndices caminadores y morian
antes de los 5 minutos. Estos mismos resultados se observaron al probar la
fraccién 4 proveniente de filtracion en gel {Sephadex G-50), sin embargo, en
este caso la muerte de los cangrejos ocurria poco después de los 3 minutos.
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4.7 Pruebas hemotiticas con fracciones parcialmente purificadas.

No se observé actividad hemolitica significativa con ninguna de las fracciones
parciaimente purificadas.

4.8 Electroforesis.

Con base en la electroforesis en gel de acrilamida se obtuvieron, en los
extractos crudos, bandas de proteina desde los 18 hasta los 250 kDa y las
fracciones biocactivas parcialmente purificadas (Aa-l y Aa-It) mostraron
intervalos de peso molecutar entre 45 y 66 kDa (Fig. 10).

kDa

Fig 10 .- Electroforesis en gel de acrilamida SDS, de extractos en crudo y de
fracciones parcialmente purificadas con actividad biologica. La electroforesis se
llevé a cabo por el método de Laemelli (1970), con un gradiente discontinuo de
acritamida de 5 a 10 %, las muestran migraron a voltaje constante de 20 volts
por 12 horas. El carril 2 corresponde al precipitado, el 3 al mucus, el carril 4 al
sobrenadante. Mientras que el 5 y 6 corresponden a las fracciones Aa-2 y Aa-1
respectivamente. El carril 1 y 7 representan los estandares de peso molecular.
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4.9 Dermatitis por contacto con Aurelia aunita.

Con el objeto de evaluar el efecto de la toxina en humanos, la autora de esta
investigacién se aplicd en la regién abdominal, ia secrecién mucosa liberada al
cortar el margen tentacular de Aurelia aunita. El efecto inmediato fue una
sensacion de cansancio y una dermatitis moderada, que se incrementd con el
paso de los dias. La dermatitis aparecié cinco minutos después de la aplicacién
de la secrecién, la cual se puede apreciar en la Fig. 11, tomada 3 dias después
del contacto con la secreciéon. La dermatitis se caracterizé por la presencia de
pequerias ronchas de color rojizo de 2 mm, acompanadas de escozor. La
afeccién perduré por un lapso de 10 dias.

Fig 11 .- La fotografia de la zona urticada tomada tres dias después del
contacto con el mucus de A. aunta, se pueden apreciar las evidentes ronchas
eritematosas {2 mm) provocadas por las toxinas de la especie en estudio.

5.0 DISCUSION

Aurelia aunta tiene dos tipos de nematocistos, homotricos microbasicos
eunteles (HME) y atricos isorrizas (Al) lo que coincide con lo observado por
(Russell, 1970) para esta especie. Las caracteristicas morfolégicas de ambos
tipos concuerdan con las descritas previamente por Mariscal (1974). La
descarga de estos organelos fue mas exitosa con el tercer método empleado
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(incluyendo una variante al método modificado de Kem et al. (1889). La ventaja
mas importante fue una mayor descarga de los nematocistos dado que se
incrementd considerablemente el estimulo mecanosensible aplicado a las
capsulas,como consecuencia del uso combinado de un homogeneizador y
perlas de vidrio. Ademas, se evité la desnaturalizacion de las proteinas y los
péptidos, agregando una combinacion de inhibidores de proteasas, vy
manteniendo la temperatura a 4° C durante la agitacién.

Se utilizaron nauplios de Arternia salina para evaluar la potencia toxica del
veneno de A.aunta debido a las ventajas que presenta este recurso. En primer
lugar, se necesitan cantidades minimas de toxinas, dado que se requiere de un
volumen pequeiio de agua para llevar a cabo el experimento. Por otro lado, los
quistes deshidratados de A. salina son accesibles todo el afo, su
transportacidn es facil, los nauplios se obtienen rapidamente y el cultivo
necesita poco mantenimiento, lo que permite tener un stock base para poder
extraer los nauplios en los diferentes tiempos que requiera el experimento.

Los ensayos de letalidad realizados con nauplios de A. salina, mostraron
diferencias significativas (P< 0.05) en e! porcentaje de mortalidad acumulativo
entre grupos coniroles y los tratados con toxinas; los grupc control presentaron
0.73% de mortalidad maxima, en contraste con los tratados con el
sobrenadante, en donde se obtuvo una mortalidad de 36.66 % (81 hrs). Los
organismos tratados con el margen tentacular, sin centrifugar y con el
precipitado, presentaron un incremento significativo en el porcentaje
acumulativo de mortalidad y, al finalizar el experimento (82 hrs), el 100 % de la
poblacién de nauplios de Artemia salina habia muerto. Este resuitado puede
deberse a que en el margen tentacular (sin centrifugar), asi como en el
precipitado, se concentran la mayor cantidad de los nematocistos y por lo tanto
de péptidos bioactivos. Ef contraste existente entre la mortalidad observada en
los grupos controles y la registrada en los tratamientos, es una evidencia clara
que indica que en el extracto crudo de Aurelia aurita existen compuestos que
ejercen efectos toxicos en Arfemia salina.

A la fecha no existen antecedentes del empleo de estos crustaceos para
evaluar la actividad biolégica de organismos marinos, especificamente de
medusas, por lo gque es importante estandarizar este experimento para
determinar la biotoxicidad de cnidarios.

La accién hemolitica de Aurelia aurita ha sido descrita previamente por otros
autores en ejemplares recolectados en las costas de Thai (Pong-Prayon et al.,
1991), en el Mar Rojo y en la Bahia de Chesapeake (Radwan ef a/, 2001). En
el caso de la Aurelia aunta del Caribe Mexicano, se observé una mayor
sensibilidad a las toxinas con los eritrocitos de humano, en contraste con los
otros dos tipos sanguineos. Estos resuftados no se pueden comparar con los
obtenidos en estudios previos, debido a que en ellos se utilizaron Gnicamente
eritrocitos humanos. Sin embargo, esta misma respuesta coincide con las
registradas en otras especies de medusas, como es el caso de Chrysaora
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quinquecirrha (Long-Rowe & Burnett, 1994) y Cassiopea xamachana (Torres et
al., 2001). La respuesta diferencial de los diversos tipos de eritrocitos a un
mismo veneno, puede estar relacionada con el contenido de lipidos de la
membrana celular (Berenheimer & Rudy, 1986), asi como con el mecanismo
de accién de los compuestos tdxicos presentes en los extractos, como lo
sugieren, Torres et al. 2001.

Por otro lado, en el presente estudio se requirid una concentracién de 0.6 mg
de proteina y 0.22 mg de proteina con el método modificado de Kem et a/
(1989) al que se le adiciond inhibidor de proteasas, para obtener el 50 % de
hemdlisis en eritrocitos humanos. Por e! contrario, en las investigaciones
realizadas por Radwan et al. (2001) con ejemplares de A. aurita del Mar Rojo y
de ia Bahia de Chesapeake, se determinaron concentraciones de 1 y 8 ug de
proteina respectivamente, para producir e 50% de hemdlisis en eritrocitos de
humano. Estas diferencias indican que la actividad biolégica de la Aurelia aunta
del Caribe es menos potente que las de otras regiones geograficas. Sin
embargo, el que presente una menor actividad hemolitica, con respecto a la de
otras localidades, no excluye que existan otros compuestos con diferentes
mecanismos de accién y biolégicamente mas toxicos en las toxinas de la A.
aurita del Caribe Mexicano.

Es importante sefalar que en los ensayos hemoliticos se obtuvieron mejores
resultados al utilizar el extracto con inhibidores de proteasas, ya que se requiri
de una concentracion menor de toxina para obtener el 50 % de hemdlisis.
Estos datos sugieren que la naturaleza quimica de la toxina es proteica, y que
es necesario utilizar inhibidores de proteasas al preparar ios extractos, para
evitar una pérdida de la actividad bioldgica, debido a fa presencia de proteasas
que estan degradando a las proteinas responsables de la accion hemolitica.

En cuanto a la actividad téxica del extractc crudo evaluada en cangrejos de la

especie Ocypode quadrata, se observé una actividad motora violenta e
involuntaria, parélisis y muerte. Estas pautas conductuales coinciden con los
resultados obtenidos con ofras dos especies de medusas del Caribe,
Cassiopea xamachana y Carybdea marsupialis (Segura com. pers.), asi como
con la anémona Bartholomea annulata (Zugasti com. pers.). Ademas, las
conductas son muy similares a las observadas en otras especies de cangrejos
al aplicar el extracto crudo de Chrysaora quinquecirrha (Blanquet, 1972),
Physalia physalis {(Lane & Dodge, 1958; Menéndez ef al, 1989) y varias
anémonas ¢on las que se iniciaron y se han realizado ia mayor parte de este
tipo de estudios (Blanquet, 1968; Hessinger ef al., 1973)

Al comparar los resultados de este trabajo con los obtenidos por Radwan et al
(2001) quienes estudiaron las toxinas de A. aunta del Mar Rojo y de la Bahia
de Chesapeake, se observaron diferencias y similitudes. Entre estas dltimas se
aprecia lo siguiente: en los tres casos el volumen de la columna, la matriz
cromatografica, el eluyente y el volumen de las fracciones fueron similares. No
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obstante, estas similitudes en los parametros de purificacion, los perfiles
cromatograficos muestran apreciables diferencias entre la A. aunta de las tres
zonas. Este hecho apoya lo mencionado por Radwan et al. (2001) en cuanto a
que las diferencias quimicas entre los venenos se podrian encontrar reflejadas
en los patrones de elucién.

Al analizar los extractos crudos utitizando electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS, se observaron multiples bandas de proteina de alto peso molecular, tal y
como ha sido obtenido para ofras especies de medusas (Walker, 1988) como
Chrysaora quinquecimha (Kelman ef al., 1984, Caiton & Bumett, 1982),
Chrysaora achlyos (Radwan et al., 2000), Rhopilonema nomadica (Guzmani ef
al. 1997), Chironex fleckeri (Keen & Crone, 1969; Endean et al., 1993; Bloom et
al., 1998) y Physalia physalis (Menéndez et al., 1988) ios cuales se encuentran
en un intervalo de 20 a 200 kDa.

En la Aurelia aunta del Caribe se determinaron bandas de proteina con un
intervalo de peso molecular de entre 18 y 120 kDa. En contraste, Radwan ef al.
(2001) determinaron un intervalo ligeramente mas amplio de entre 5 y 210 kDa
para las especies de A. aurita procedentes del Mar Rojo y de la Bahia de
Chesapeake. Se determiné también el peso molecular de las fracciones
parcialmente purificadas y activas en cangrejos (Aa-1 y Aa-ll) registrandose un
peso molecular de entre 45 y 66 kDa. Es importante resaltar que hasta el
momento no se tiene informacion de los pesos moleculares de proteinas
activas de medusas, probadas en cangrejos.

Al evaluar la accion de las fracciones téxicas parciaimente purificadas de
Aurelia en cangrejos, se requirid de una menor cantidad de proteina, en
contraste con el extracto crudo, observandose sintomas de intoxicacion mas
dramaticos en un tiempo mas corto. En el caso de las fracciones Aa-l y Aa-ll,
se aplicaron cantidades del orden de ug de proteina y el efecto toxico aparecia
casi inmediatamente después de inyectada la dosis. Esto se atribuye a que en
las fracciones parcialmente purificadas ya no existe una mezcla tan
heterogénea de polipéptidos como en el extracto crudo, que probablemente
interfieran en la accién del compuesto téxico.

Por otro lado, las conductas tan especificas que mostraron los crustaceos
como respuesta a las fracciones toxicas como son, arrastrar las patas traseras,
en particular las segundas anteriores, contracciones tetanicas involuntarias,
pérdida de la locomocion y la muerte, son respuestas que han sido observadas
en otras especies de cangrejos en estudios previos con toxinas marinas.

Se han realizado estudios similares en crustaceos para probar fracciones
toxicas de cnidarios (Fujita ef al., 1983 & Warashina, 1988), salvo que en estos
casos se han utilizado membranas musculares aisladas de los apéndices
caminadores. Sin embargo, con base en las observaciones realizadas y
comparandolas con los resultados obtenidos por otros autores, se sugiere ia
presencia de polipéptidos neurotdéxicos que actuan a nivel de los canales de
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s0dio y que estan ejerciendo efectos adversos sobre las células musculares,
produciéndoles contracciones tetanicas en los apéndices caminadores. Es
importante sefialar que los polipéptidos neurotdxicos que actian a nivel de los
canales de sodio, presentan puentes disuifuro que mantienen su estabilidad
estructural y funcional durante el proceso de purificacién (Béress & Béress,
1984).

Al evaluar la actividad hemolitica de las fracciones obtenidas por cromatografia
soOlido-liquido, se encontré que dicha actividad decrecid al someterse al
proceso de purificacion parcial. Esto ha sido observado en estudios previos con
toxinas de medusas, como lo demuestran Calton & Bumett (1973), Hessinger
(1988), Endean et al. (1993), Guzmani et al, (1997) y con otros cnidarios
(Bernheimer & Avigad, 1976, Tamkun & Hessinger, 1981). En este caso, las
proteinas que actian en la membrana celular de los eritrocitos (hemolisinas)
son altamente termotabiles, como se ha observado en Chrysaora quinquecirrha
(Long-Rowe & Bumett, 1994) y Carybdea marsupialis (Rottini et al., 1995) entre
otras. Este factor pudo haber sido responsable de la pérdida de la actividad
hemotitica del veneno de A. aurita, debido a que el tiempo de elucion al que se
sometian algunas de las fracciones era de alrededor de 22 horas a temperatura
ambiente, causando la desnaturalizacién de proteinas susceptibles a la
temperatura. Aunado a esto, hay que recordar la presencia de proteasas en el
veneno de las medusas, muy bien documentada por varios autores entre los
que destacan, Comis & Howden, (1989), Wiliiamson et al (1996} y Southcott
(1979). Otro factor que pudo haber influido en la pérdida de la actividad de las
fracciones parcialmete purificadas, se basa en la propuesta de Hessinger
(1988) quien sugiere que la potencia toxica total es e! resultado de la
cooperatividad y el sinergismo entre varios componentes del veneno crudo; lo
que indica que al separarse los compuestos bioactivos durante la purificacion
parcial, la actividad biolégica no sera la misma que la observada en su estado
nativo.

Aurelia aurta es una escifomedusa con una amplia distribucidén mundiat y
considerada por algunos autores como inocua en humanos (Russell, 1970) y
por otros como venenosa (Cleland & Southcott, 1965). En esta investigacion se
observé una dermatitis evidente producida por el mucus de esta especie que
habia generado polémica en cuanto a su potencia urticante, y que sin embargo,
en las aguas de! Caribe produce lesiones cutaneas significativas.

Los resultados de Bumett ef al. (1988), Radwan et al. (2001) y los obtenidos en
este trabajo apoyan ia teoria propuesta por Kem (1988) quien sostiene que ia
potencia urticante de una misma especie, varia de acuerdo a la localidad en
que habita, lo que {fraé consigo que pudiesen existir diferencias en los
compuestos toxicos. Es probable que la variacién en la toxicidad dentro de una
misma especie, pueda estar relacionada con la edad, el sexo, la parte del
organismo, la profundidad y la estacién del aito, como lo plantean Bakus et al.
(1986), o incluso con cambios ambientales bruscos. Ademas, estos mismos
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autores argumentan que la toxicidad defensiva es caracteristica de aguas
tropicales donde se incrementan las interacciones depredador-presa, como es
el caso de la zona donde se recolectd la especie en estudio.

6.0 CONCLUSIONES

Aurelia aurita posee dos tipos de nematocistos: atricos isorrizas y homotricos
microbasicos euriteles. La descarga de estos organelos resultd mas exitosa
{90%) con uno de los métodos utilizados, que incluye una variante al método
modificado de Kem et al. (1989).

Los resultados de los bioensayos indican que en los extractos crudos
(precipitado, sobrenadante y margen tentacular) de Aurelia aurita existen
compuestos que ejercen efectos téxicos en las larvas nauplio de Artemia
salina. Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) tanto en los tiempos
como en los tratamientos utilizados. Se observé que 0.1 mg/mt de precipitado y
margen tentacular fueron suficientes para matar el 100 % de fa poblacion
después de las 72 horas de Ja eclosion.

Se detect6 actividad hemolitica en el extracto crudo de A. aurita observandose:
a) una clara relacion dosis-respuesta, en la que al aumentar la dosis se
incrementd el porcentaje de hemélisis, b) mayor sensibilidad a las toxinas en
tos eritrocitos de humano (63%), en contraste con los de cordero (31%) y los de
res (30%), ¢) la unidad hemdlitica en eritrocitos de humano (50% de hemélisis)
se obtuvo con 0.6 mg de proteina, mientras que con el inhibidor de proteasas
se alcanzé con 0.36 mg de proteina. Lo que indica que el compuesto es
proteico, ya que es susceptible a la desnaturalizacién por proteasas.

Al evaluar la actividad de las fracciones parcialmente purificadas, se observé
que la actividad hemdlitica decrecié drasticamente, esto debido probablemente
a la termolabilidad de este tipo de compuestos y/o a la interaccién con otros
componentes presentes en el extracto crudo.

Se registrd una actividad biolégica evidente en los cangrejos Ocypode quadrata
al ser inyectados con extracto crudo, asi como con las fracciones parciaimente
purificadas {(Aa-l y Aa-ll). Estas fracciones, presumiblemente neurotéxicas,
tienen un intervalo de peso molecular que varia entre 45 y 66 kDa. Ademas, se
observd una reaccion toxica mas dramatica y fa muerte en menor tiempo con
dosis del orden de pg.

La escifomedusa Aurefia aunta del Caribe Mexicano es capaz de producir
dermatitis, caracterizada por la aparicibn de ronchas eritematosas
urticariformes. Los sintomas inmediatos producidos por las toxinas fueron
sensacién de fatiga, seguida de ardor y prurito; las ronchas persistieron por un
lapso de 11 dias.
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8.0 APENDICE DE SOLUCIONES

L/
0.0

R
..0

L)
0.0

0.0

% Acido acético 0.2M

Solucién de Aisever pH 7.4. La cual contiene para un litro:

Agua desionizada 900 ml.
Dextrosa anhidra 21.0
Citrato de sodio CgHsNaaO7 2H.0 8.0
Cloruro de sodio  Nacl 42
Acido citrico anhidro C¢HzO7 0.4 gr.
Buffers de fosfatos pH 7.2y 6.3

Soluciones Stock.

A: Solucién 0.2. M de fosfato de sodio monobasico 27.8 g en 1000 ml

B: Solucidén 0.2 M de fosfato de sodio dibasico 53.65 g de Na 2 HPO, .
7H,0 6 71.7 gr. de Na;HPO4 +12H,0 en 1000 ml.

X mlde A + y ml de B, diluidos en un total de 200 ml.

A Y pH

775|225 6.3
28.0 1720 7.2

Acido acético 0.1M

< Acido acético 0.3M

RJ
"

Soluciones stock para SDS-PAGE (De acuerdo al sistema de buffer de
Laemmli (1970)

a) Acrilamida/Bis (30 % T, 2.67 % C)

Acrilamida 146.0 g

N’N’-BIS-metileno-acrilamida 4.0 g

Aforar a 500 ml con agua desionizada, fitrar y almacenar a 4°C en
obscuridad.

b)1.5 M Tris-HCL, pH 8.8

54.45 g de Tris base

60 ml de agua destilada

Ajustar a pH 8.8 con 1 N de HCL. Aforar a 300 ml con agua desionizada.
Mantener a 4°C.
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¢) 0.5 M Tris-HCL, pH 6.8
6 g de Tris base
60 ml de agua desionizada
Ajustar a pH 6.8 con 1 N de HCL, agua desionizada a 100 mi.

e) 10 % de Persulfato de Amonio

f) Buffer reductor SDS
62.5 mM Tris-HCL , pH 6.8
10% Glicero!
2% SDS
5 % p-Mercaptoetanol
0.05 % Azul de Bromofenol

d)10 % (p/v) SDS

g) 5x Buffer electrodo
25 mM Tris base
192 mM glicina
0.1% SDS, pH 8.3

h ) Fijador
Ac acético 10 %
| Isopropanol 5 %

1) Destenidor
Acido acético 10 %
Metanoi 30 %
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