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Resumen

Bartholomea annulata, es una anémona que se encuentra principalmente en el
Mar Caribe, Golfo de México y Océano Atlantico Oeste. Se caracteriza por tener
tentaculos largos y delgados de coloracién café con bandas espirales en forma de
anillos incompletos. Este cnidario, al igual que las demds especies pertenecientes
al mismo Phylum, presenta cnidocistos, los cuales son pequefas capsulas que en
su interior contienen un filamento enrollado con espinas. Ya sea como
mecanismo de defensa o para la obtencién de alimento, estos filamentos liberan
estas espinas e inyectan sustancias activas (compuestas mayormente por
proteinas y polipéptidos) a otros organismos. Este trabajo se enfocd en el
aislamiento de las sustancias activas de esta especie donde se realizaron
diferentes ensayos. Se comprobd la actividad del veneno mediante la inyeccién
de extracto crudo en cangrejos, se observd la actividad de fosfolipasa mediante
la medicion de halos de actividad en geles de agarosa con una solucién fisioldgica
con yema de huevo y se realizaron geles SDS-PAGE para poder ver el rango de
bandas proteicas del extracto crudo aislado de la anémona. Ademas se aplicaron
dos estrategias de separacién, una fue la pre-purificacion mediante Sephadex G-
50 My la otra fue la ultrafiltracion mediante membranas de Millipore con cortes
de 10, 5, 3 y 1 kDa. Con cada una de las fracciones obtenidas en la pre-
purificacion se hicieron los ensayos de actividad (prueba de actividad en
cangrejos, fosfolipasa y ensayo hemolitico), electroforesis y ensayos
electofisiolégicos para probar la neurotoxicidad de estos. Los ensayos
electrofisiolégicos se llevaron a cabo con ovocitos de la especie Xenopus laevis
tanto inyectados con ARNm de cerebro de rata como ovocitos nativos, es decir,
no inyectados con ARNm. En estas pruebas se observd que el extracto crudo y las
fracciones pre-purificadas tenian una mayor respuesta en los ovocitos que estan
inyectados con ARNm. Se identificaron dos tipos de corrientes, una corriente lisa
entrante y otra oscilatoria, donde se deduce que la corriente oscilatoria es

provocada por la liberacion de calcio intracelular. Debido al cambio de

11



conductancia las curvas |-V muestran que las toxinas de B. annulata provocan

bloqueo en los canales de Sodio.

Abstract

Bartholomea annulata is a sea anemone tipically found in the Caribbean Sea, the
Gulf of Mexico and the Western Atlantic Ocea. Most of the species of this
Phylum have venoms (mixtures of active compounds) that are used to catch their
prey or as mechanism of defense, which are released form organelles called
cnidocists.

In this research we focussed in the isolation of active compounds of these
spicies, and carried out diferents bioassays. We tested the venom activity with by
injections of crude extract in crabs, observed the presence of phospholipase
activity, and performed SDS-PAGE electrophoresis to observe the protein bands
range of the crude venom isolated from the sea anemone.

In addition, we applied two diferent protein separation strategies: pre-
purification with Sephadex G-50 and ultrafiltration by Millipore membranes (10,
5, 3 & 1 kDa). Each pre-purified protein fraction obtained was tested for activity
(crab, phospholipases and hemolytic assays), and submitted to electrophoresis
and electrophysiologic assays.

The electrophysiologic assays demonstrated the neurotoxic effects of the venom
and pre-purified fractions. In this assay we employed oocytes extracted from
Xenopus laevis and we tested the crude venom and pre-purified fractions with
native oocytes and oocytes injected with RNAm of rat brain. We could detect
two current types just in injected oocytes, the first one was called, soft incoming
current (Siw) and the second one was called, oscilatory current (losc), the second
current it could be due to the release of intra celular calcium. Also, we detected
that both the crude venom and the pre-purified fractions were able to block

voltage-dependent sodium channels.
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1 Introduccion

Los compuestos provenientes de los seres vivos llamados metabolitos
secundarios pueden ser considerados como productos de la adaptacion de un
organismo para sobrevivir en un ecosistema particular. Su importancia es debida
a la propia funcion biolégica en los organismos que los producen y a las
posibilidades de ser usados como agentes terapéuticos, como modelos para la
preparacidon de sustancias bioactivas, como materia prima para la sintesis de
sustancias con interés farmacoldgico y/o interés industrial (Gutierrez Ravelo &
Estevez Braun, 2009). De forma histdrica los compuestos activos obtenidos de las
plantas terrestres y los microbios han sido por mucho tiempo la fuente
tradicional de uso medicinal, como es el ejemplo de la morfina adquirida de la

amapola o la penicilina obtenida a partir de un hongo (Garateix, 2005).

Sin embargo, las investigaciones sobre los productos naturales marinos (PNM),
fueron mas tardias ya que, empezaron a surgir hace aproximadamente 75 anos,
a pesar de que el 84% del reino animal estd representado por organismos
marinos (Blunt et al., 2012). En la ultima década han sido publicadas 5,000
estructuras nuevas provenientes de PNM, muchas de las cuales han sido
probadas en diferentes campos, particularmente en el de agentes terapéuticos
potenciales para diferentes enfermedades (Houssen & Jaspars, 2005); incluso
algunos farmacos ya estdn en uso, como por ejemplo el Prialt ® (Ziconotide)
obtenido de un péptido aislado de Conus magus y usado para los enfermos de
cancer terminal como inhibidor de dolor, o Yondelis® aislada de una bacteria de

una ascidia y que se emplea para tratar los sarcomas de tejido blando.

De forma mas particular, y en relacién con este trabajo, el phylum Cnidaria
presenta unos orgdnulos especializados Ilamados nematocistos, donde
almacenan una gran variedad de toxinas, principalmente clasificadas en dos

grupos: neurotoxinas y citolisinas.

Se sabe que las toxinas presentes en la clase Anthozoa contienen una gran

riqueza de metabolitos con actividades farmacoldgicas antiinflamatorias y
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antibidticas, algunos de los cuales son usados para tratamientos de cancer

(Lazcano-Pérez et al., 2014).

Aungue muchos de los péptidos neurotodxicos aislados de las anémonas tienen
como blanco los canales de sodio y potasio (Castafieda & Harvey, 2009; Lazcano-
Pérez et al., 2014) las investigaciones han estado mas enfocadas a los canales de
sodio (Castafieda & Harvey, 2009). Los canales idnicos son esenciales para un
amplio rango de funciones fisioldgicas incluyendo la sefializacion neuronal,
contraccion muscular, el ritmo cardiaco y la secrecién hormonal, entre otras.
Alteraciones funcionales y estructurales asociada a los canales idnicos
constituyen la base de diferentes patologias neuroldgicas, neuromusculares y

cardiovasculares (Garateix, 2005).

En este trabajo nos enfocamos al estudio del veneno producido por una especie
de anémona llamada Bartholomea annulata, centrandonos en sus neurotoxinas

a partir de los ensayos fisioldgicos realizados.
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2 Antecedentes

2.1 Phylum Cnidaria

Los Cnidarios son un filo que se conoce desde hace aproximadamente 2500 afios.
Actualmente estdn comprendidos en alrededor de 11,300 especies, las cuales se
agrupan en cinco clases: Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa y Staurozoa
(Gonzalez-Muiioz, 2009).

Salvo las hidras y algunos otros hidrozoarios de agua dulce, la mayoria de los
cnidarios son marinos. Gran parte de ellos viven en los litorales; las formas
sésiles son abundantes en las costas rocosas o en formaciones coralinas de aguas
tropicales (Barnes, 1979).

Se caracterizan por la presencia de tentdculos y por su simetria radial la cual
contiene dos capas de células, ectodermo y endodermo. Ademds también se
encuentra una matriz no celular, situada entre ambas capas celulares, llamada
mesoglea (Frazdo et al., 2012). Se observan dos tipos estructurales distintos en el
mismo filo. Uno de ellos es sésil, conocido con el nombre de pélipo y otro se
encuentra nadando libremente el cual recibe el nombre de medusa (Barnes,

1979).

El cuerpo de los cnidarios puede presentar dos formas diferentes en el ambiente:

1) Cuerpo polipoide (Fig. 1), el cual presenta un tallo cilindrico cuyo extremo
oral, portador de la boca y numerosos tentaculos, se dirige hacia arriba y el
extremo aboral u opuesto es donde permanece fijo al sustrato (Barnes, 1979).
Tienen forma de saco, encontrandose en su interior una cavidad gastrica. Estos
pueden vivir aislados como las anémonas o bien formando colonias mas o menos
grandes, estando los pélipos unidos por un exoesqueleto, como es el ejemplo de
los corales o las gorgonias; aunque también existen colonias flotantes como la

carabela portuguesa.
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boca
tenticulos

cectodermo

mesoglea
endodermo

disco oral
cavidad

gastrovascular

pélipo Actinia equina

Fig. 1: Forma corporal de un polipoide.(modificado de Brusca & Brusca, 2005 en Segura-Puertas &
Rodriguez-Martinez, 2007 y Bergillos & Rivas, 2013).

2) Cuerpo medusoide (Fig. 2), es de vida libre, con un cuerpo parecido a una
campana o sombrilla con la parte convexa hacia arriba y la boca localizada en el
centro de la superficie inferior, céncava. Los tentaculos cuelgan hacia abajo a

partir del borde de la campana (Barnes, 1979).

ectodermo
mesoglea
endodermo
cavidad
gastrovascular tentéculos
boca
Pelagia noctiluca medusa

Fig. 2: Fase medusoide (Bergillos & Rivas, 2013 y modificado de Brusca & Brusca, 2005 en
Segura-Puertas & Rodriguez-Martinez, 2007).

Algunos de estos animales muestran solamente forma polipoide, otros solo

medusoide, mientras otros pasan por ambas formas durante el curso de su ciclo
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vital (Barnes, 1979); por tanto, en funcion de cual sea su fase predominante se

clasifican en cinco clases (Fig. 3).

Clase Hydrozoa (Hidrozoarios): en esta clase se observan tanto la estructura
polipoide como la medusoide y algunas especies incluso pasan por ambas formas
en el transcurso de su ciclo vital. Son tres las caracteristicas que unifican a los

miembros de esta clase (Barnes, 1979).

° La mesoglea no es nunca celular.
° La gastrodermis carece de nematocistos.
. Las gdnadas son epidérmicas.

Clase Scyphozoa (escifozoarios): son los cnidarios a que mas frecuentemente se
hace referencia como medusas. En esta clase la medusa es el individuo
manifiesto y dominante en el ciclo vital; la forma polipoide queda restringida a

una pequefia etapa larvaria (Barnes, 1979).

Clase Anthozoa (antozoarios): son cnidarios polipoides solitarios o coloniales en
los que no se observa etapa medusoide. Los miembros de esta clase presentan
muchas formas conocidas como anémonas, gorgonias, corales y trinitarias

marinas (Barnes, 1979).

Clase Cubozoa (cubozoos): esta clase solo posee la fase medusoide, tienen una
gran semejanza con las medusas de clase Scyphozoa, pero estas tienen forma de
cubo, de aqui el nombre de su clase. Los cnidocitos que presentan estos
organismos son realmente peligrosos para el ser humano, debido a su alta

capacidad toxica (Llosa, 2003).

Clase Staurozoa: nombrada recientemente; Marques y Collins, (2004) hicieron
un analisis cladistico de la Medusozoa y la evolucién de los cnidarios, donde
establecieron que el orden Stauromedusa que se clasificaba en la clase
Scyphozoa debia incluirse en una clase nueva llamada Staurozoa junto a la orden

Conulatae, ya extinta. Las Stauromedusas suelen ser pequefas y solitarias, viven

17



en mares templados y habitats poco profundos cercanos a la costa (Collins &

Daly, 2005).

Anthozoa y
[ Octocorallia (a)
Hexacorallia (b)

Staurozoa (c)

Cnidaria ==

Hydrozoa (d)

Scyphozoa (e)

Cubozoa (f)
Medusozoa

Fig. 3: Cladograma simple del phylum Cnidaria (Figura modificada de Frazdo et al., 2012).

Este filo Cnidaria se caracteriza por la presencia de unas células urticantes
llamadas cnidocitos o cnidoblastos (Fig. 4), que se encuentran esparcidos por
toda la epidermis alojados o invaginados en las células (Barnes, 1979). Son
principalmente abundantes en los tentdculos de medusas, anémonas corales y

pdlipos de los hidroides (Sdnchez-Rodriguez & Lucio-Martinez, 2011).

Tentaculo

Cridecile
N

Nematocisto -7
Filamento erroliads

Fig. 4: Imagen de un cnidocito o cnidoblasto con un esquema grafico de las diferentes

Descarga
del flamento
e

Cnddociio

partes del organulos, sin descargar y descargado (modificado de Campbell & Reece, 2007).
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El cnidocito es una célula redondeada u oval, con un nucleo basal. Uno de los
extremos de la célula contiene una proyeccién corta y rigida, parecida a una
cerda llamada cnidocilo, con una estructura similar al flagelo, expuesta a la
superficie (Barnes, 1979) y cuya funcion es la deteccidn de los estimulos tactiles

externos.

En el interior de la célula se encuentran las cdpsulas llamadas cnidocistos o
nematocistos, ya que a pesar de ser un tipo de cnidocisto también se les llama
asi ya que estos son los cnidocistos mas comunes en este filo. Estas cdpsulas
contienen un filamento enrollado con una serie de espinas en la base o bien
distribuidas en toda la longitud del filamento, donde se contienen las sustancias
téxicas. La composicién de los cnidocistos no es conocida en detalle, pero
contienen una gran variedad de compuestos quimicos (Fig. 5). Alrededor de unos
250 de estos compuestos han sido identificados como sustancias proteicas
(péptidos, proteinas, enzimas y proteinas inhibidoras) y substancias no proteicas
(purinas, compuestos de amonio cuaternario, aminas biogénicas y betainas), a
pesar de que la mayoria son péptidos y proteinas (Frazdo et al.,, 2012). El
extremo de la capsula, que estd dirigido hacia fuera, estd cubierto por un
casquete u opérculo (Barnes, 1979) el cual se abre cuando se produce el estimulo

tactil externo.

Bradiquinina Hemolisina Serotonina
Histamina Prostaglandinas ATP
Hialuronidasa Fosfodiesterasa Nucleosidasa
Proteasas acidas Proteasas alcalinas DNAasa
Fibrinolisina Aminopeptidasa RNAasa
Fosfatasas acidas Complejo de ataque de membrana

Fig. 5: Compuestos quimicos identificados en nematocistos (Bergillos & Rivas, 2013).

Las principales funciones de los nematocistos son la obtencidn de alimento,
defenderse de los depredadores y la adhesion al sustrato durante la locomocién

en el caso de los podlipos (Kass-Simon & Scappaticci, 2002; Sanchez-Rodriguez &
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Lucio-Martinez, 2011). Las sustancias activas que presentan los cnidarios,
contienen polipéptidos que pueden interactuar con los canales del Sodio y
Potasio (Norton, 1991; Sanchez-Rodriguez & Cruz-Vazquez, 2006; Terlau &
Olivera, 2004) teniendo una funciéon neurotodxica (Lotan et al., 1995; Sanchez-
Rodriguez et al. 2006 b) y citolisinas que atacan a la membrana de la célula
(Anderluh & Macek, 2002) teniendo una funcién citolitica (Lotan et al. 1995;

Sdnchez-Rodriguez et al. 2006 b).

Los patrones que determinan el mecanismo de descarga (Fig. 4) no son del todo
claros. Hay dos posibles hipdtesis de mecanismos de descarga, una es la
hipdtesis de la diferencia osmética y la otra es la hipdtesis de la contraccién

(Mariscal et al., 1976).

Hasta ahora se han descubierto 28 tipos de cnidoscistos, divididos en tres

subcategorias (Mariscal et al., 1977).

Nematocistos: el veneno presente en este filo estd confinado principalmente en
los nematocistos (Kass-Simon & Scappaticci, 2002). Existen 25 tipos diferentes
(Mariscal et al., 1977). Poseen una gruesa capsula de doble pared, son basdfilos y
presentan adjunto un filamento con diferentes construcciones y armaduras

(Mariscal, 1974).

Se pueden dividir en Astomocnidae o Stomocnidae dependiendo de si su
filamento esta abierto o cerrado en la punta.

Los Astomocnidae presentan un hilo cerrado, los cuales funcionan para envolver
su presa. En cambio, los Stomocnidae son nematocistos penetrantes con el hilo
abierto, lo que le permite liberar la toxina. La mayoria de los nematocistos

pertenecen a esta categoria (Mariscal, 1974).

Espirocistos: presentan dos tipos diferentes (Mariscal et al, 1977). Son
exclusivos de la clase Anthozoa. Los espirocistos estan caracterizados por

presentar una delgada capsula de una sola pared, la cual contiene en su interior
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un largo filamento enrollado desarmado de diametro uniforme (Mariscal, 1974).
La funcién de estos organulos es de la inmovilizacion mecanica de la presa y son

adhesivos a diferencia de los nematocistos (Frazdo et al., 2012).

Pticocistos: Solamente existe un tipo de estos cnidocistos (Mariscal et al., 1977).
Carecen de espinas, tienen una funcién adhesiva y se usan para construir el tubo
en el que viven. Estos organulos son exclusivos del orden Ceriantharia y mas

concretamente de la anémona Ceriantheopsis americanus (Mariscal et al., 1977).

2.2 Clase Anthozoa

Es la clase mas numerosa de los cnidarios, ya que, incluye mas de 6,000 especies.
Presentan una boca que conduce a una faringe tubular que se extiende a mas de
la mitad de camino en la cavidad gastrovascular. La faringe deriva del ectodermo
invaginado. La cavidad gastrovascular estd dividida por tabiques o mesenterios
longitudinales, en compartimientos radiados, y los bordes mesentéricos ostentan
nematocistos. El nematocisto de la clase Anthozoa tiene su extremo superior

dividido en tres partes que se pliegan hacia atrds (Barnes, 1979).

La clase Anthozoa a la vez se divide en tres subclases (Barnes, 1979):

Subclase Octocorallia o Alcyonaria: pélipo con ocho tentaculos pinados, casi
enteramente colonial.

Subclase Hexacorallia o Zoantharia: pdlipos con mas de ocho tentdaculos, rara
vez pinados. Se pueden encontrar de forma solitaria o colonial.

Subclase Tabulata: antozoarios coloniales extintos, con tubos esqueléticos
calcareos firmes, conteniendo plataformas horizontales o tabulas, sobre las

cuales descansa el pélipo.
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2.3 Orden Actinaria

Actinaria incluye a organismos que viven de forma solitaria conocidos como
anémonas verdaderas (Dunn, 1982; Gonzalez-Mufioz, 2009). Actualmente el
orden comprende aproximadamente 1,200 especies incluidas en 220 géneros y

46 familias (Daly et al., 2007; Gonzalez-Mufioz, 2009).

2.3.1 Anémonas

Las anémonas son polipos solitarios, con longitudes que oscilan desde 1.5 cm a

5.0 cm, con didmetro variable.

Habitan aguas costeras en todos los confines del mundo, pero son especialmente
de mayor abundancia en los océanos tropicales. Suelen vivir adheridas a las
rocas, conchas, maderos sumergidos, y algunas labran madrigueras en el lodo o
en la arena. Las hay también que viven fijadas a medusas y aguamares, y cierto

numero de especies son comensales en conchas de cangrejos ermitanos.

Ostentan a menudo colores brillantes. Pueden ser de color blanco, verde, azules,
anaranjadas, rojas e inclusive pueden presentar una combinacidon de estos

colores.

2.4 Canales ionicos

El sistema nervioso de los animales diblasticos y triblasticos esta constituido
principalmente por las neuronas y las células gliales. Las neuronas al recibir
estimulacion inician un potencial de accién en el cono axdnico, debido a que es
donde se encuentra la mayor densidad de canales de Na“, y éste es conducido
hasta el final del axén a través de un fendmeno autopropagable.

La comunicacién entre las neuronas tiene lugar en las sinapsis, donde
dependiendo de cdmo se transfiera la informacidn entre las neuronas las sinapsis

pueden ser clasificadas como eléctricas o quimicas (Sherwood, 2011) (Fig. 6).
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Sinapsis eléctrica: a través de este tipo de comunicacién neuronas y/o células
gliales contiguas se conectan por medio de una unién tipo “gap” o “unién
comunicante” (gap junction), las cuales permiten que los iones fluyan
directamente entre los citoplasmas de dos células por lo regular en cualquier
direccion.

Sinapsis quimica: en la sinapsis quimica la informacién se transmite mediante un
mensajero quimico a través del espacio que separa a dos células, involucrando
una estructura entre, por ejemplo, la terminal del axén (neurona presindptica) y
las dendritas o cuerpo celular de una segunda neurona (neurona postsinaptica).
El proceso de transmisién quimica se desencadena cuando el potencial de acciéon
en una neurona presindptica se propagada hasta la terminal del axén
provocando la apertura de los canales de Ca** dependientes del voltaje en el
botdn sindptico, esto debido al cambio local del potencial de membrana. El
consecuente aumento del calcio intracelular promovera la liberacion de un

neurotransmisor (e.g., acetilcolina, dopamina, noradrenalina, serotonina,

Potencial de accion

Botén terminal de

la neurona no!ou\
Membrana de la
céiula presindptica

Acetilcolinesterasa

Vesicula sindptica

/ Potencial
Corriente ¢ accion
e

Na*

| con control de
puertas por X
volta,
e ©

Receptor de ACh

Membrana de by —
celula muscular
esquelética

L)
Corriente

Fig. 6: Esquema de sindpsis quimica. Se lleva a cabo, mediante un mensajero quimico a

través de un espacio entre dos neuronas, involucrando las neuronas presinapticas y las
postsinapticas. Los neurotransmisores son liberados por un impulso nervioso producido en
la terminal nerviosa presinaptica relacionado con la liberacion de calcio intracelular, donde
estos se uniran a receptores postsinapticos, provocando la apertura de canales idnicos

cambiando su potencial de membrana. Imagen de (Hill & Wyse, 2006).
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glutamato o GABA) que difunde a través del espacio sindptico uniéndose a
receptores que se encuentran en la membrana postsindptica. La mayoria de los
neurotransmisores activan rutas de segundos mensajeros via receptores
acoplados a la proteina G o receptores que son parte integral de canales idnicos

llamados receptores-canal.

En buena medida, la generacién y mantenimiento de las propiedades eléctricas
del sistema nervioso, y sus capacidades de comunicacién intercelular, recae en el
funcionamiento de proteinas integrales de membrana, que permiten el paso de
iones a través de ella y generan las condiciones para la generacidn de diferentes
potenciales membranales. Las células del sistema nervioso expresan tres tipos de
canales idnicos que son de interés en el presente estudio ya que suelen ser
blancos moleculares a través de los que diferentes toxinas naturales provocan

sus efectos.

Canales dependientes del voltaje

Los canales idnicos especificos para sodio, calcio y potasio son muy similares en

cuanto a su estructura general (Fig. 7 y 8b).

Los canales de Na* son complejos transmembranales (Fig. 7) compuestos por
subunidades polipeptidicas a y subunidades auxiliares, como es en el caso de los
vertebrados que presentan subunidades B (Moran et al., 2009). El poro
conductor de iones esta contenido en la subunidad a y las subunidades B son
elementos auxiliares que modifican la cinética y la dependencia de voltaje de la

aperturay cierre del canal (Salceda & Ortega, 2009).

Las proteinas llamadas subunidades a estdn compuestas por cuatro dominios
homdlogos (D;-D4), cada uno comprendido por seis segmentos
transmembranales (S:-S¢) en configuracién helicoidal a, unidos por asas

extracelulares. La estructura del canal del Ca** es muy similar (Fig. 8b).

Los canales de Na* presentan seis sitios receptores, capaces de reconocer toxinas

peptidicas solubles en agua. La zona receptora de las toxinas de las anémonas,

24



arafias y escorpiones es el sitio 3 (Moran et al. 2009), donde su unién provoca
bloqueo o enlentecimiento de la inactivacion del canal de tal manera que
permanecera abierto durante un periodo mas largo y ademds prolonga la
duracién del potencial de accién en el musculo y en las neuronas (Norton, 2009;

Wanke et al., 2009).

Sitio 1 (TTX,STX) Bloqueador del transporte ionico.

Sitio 1 (4 conotoxina).

Sitio 2 Veratridina, Batrocotoxina (BTX), Aconitina, Grayanotoxina (GTX), Activacion persistente.

Sitio 3 Toxinas a de escorpiones africanos. Toxinas de anémona marina, 8-atracotoxinas. Enlentecimiento de la inactivacion:
activacion persistente del canal.

Sitio 4 Toxinas B de escorpiones americanos, Llevan el umbral de activacion a potenciales mas negativos.

Sitio 5 Brevetoxinas (PbTX, Ciguatoxinas (Ctx) Prolongacion del potencial de accién, blogueo del canal.

Fig. 7: Esquema que muestra la localizacion de diferentes sitios de unidon de neurotoxinas. El
punto de interés, sitio receptor 3, puede ser ocupado por varios grupos de toxinas
polipeptidicas como las toxinas del escorpidn, las toxinas de las anémonas y algunas de las
toxinas de las arafias y avispas. Estas toxinas bloquean o inhiben el proceso de inactivacion de
los canales uniéndose a la asa extracelular ubicada entre los segmentos transmembranales
IVS3-S4 (Salceda & Ortega, 2009).
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ik} Canal del Ca2™

feh Canal del K*

COOH
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Fig. 8: Imagen de la estructura de los canales de calcio (b) y potasio (c) dependientes del voltaje

(Hill & Wyse, 2006).

Los canales del Potasio se encuentran altamente expresados en la mayoria de las
células del organismo pero especialmente en el cerebro, el corazén y los

musculos (Birnbaum et al., 2004).

Como se observa en la figura 8c la estructura del canal de K" presenta similitud
con uno de los dominios del sodio, conformado por cuatro subunidades a
capaces de formar un canal a través de los que pasan los iones potasio, con
dominios transmembranales, los cuales estan conectados por una regién bucle o
asas extracelulares que entran y salen de la bicapa lipidica por el lado exterior de
la membrana plasmatica. Este bucle se llama dominio P y forma parte esencial

del poro del canal (Birnbaum et al. 2004).
Canales activados a través de receptores sensibles a ligandos

La apertura de estos canales estd relacionada con la unién del neurotransmisor a

receptores especificos.

Esta unidon especifica provoca la apertura de canales iénicos a través de dos

mecanismos generales:
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1) Unidén del neurotransmisor a un receptor-canal.

Algunos mensajeros extracelulares tienen la tarea de abrir o cerrar receptores
tipo canal activados por sustancias quimicas especificas, donde el fin es regular el
movimiento de determinados iones a través de la membrana. En este caso, el
receptor funciona ademds como canal i6nico. Cuando el mensajero extracelular
apropiado se une al receptor tipo canal, el canal se abre o se cierra dependiendo
de la sefal; como por ejemplo, cuando los receptores tipo canal de la membrana
postsindptica se abren debido a la uniéon de un neurotransmisor (Sherwood,

2011).

2) Unién del neurotransmisor a un receptor acoplado a una proteina G.

El fenédmeno se lleva a cabo cuando un primer mensajero (neurotransmisor o
quimico extracelular) se une a un receptor de membrana acoplado a una
proteina G, provocando, por ejemplo, la activacidon de la enzima fosfolipasa C
(proteina efectora). Esa enzima rompe al fosfatidilinositol bifosfato (PIP,)
obteniendo como producto dos segundos mensajeros diferentes, el diacilglicerol
(DAG) vy el inositol trifosfato (IPs). Finalmente el IP; provocara la apertura de
canales iénicos permeables al Ca**, que se encuentran en el reticulo
endoplasmatico y liberando el calcio en el citosol (Sherwood, 2011); este
aumento de Ca®' citoplasmico puede generar una diversidad de respuestas entre
las que se encuentra la apertura de canales idénicos en la propia membrana de la

célula.

2.5 Tipos de toxinas

La estrategia mds utilizada por los organismos productores de metabolitos
secundarios que actuan como toxinas es bloquear o alterar la comunicacién
celular que se lleva a cabo principalmente en la sinapsis quimica (Torres, 2001),
provocando que el organismo inmovilice a la presa o depredador. El blanco mas
comun son los canales idnicos y los receptores de membrana, interfiriendo en

importantes funciones fisioldgicas neuronales y/o musculares.
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En este trabajo se describiran dos tipos de toxinas: neurotoxinas y citolisinas

2.5.1 Neurotoxinas

Las neurotoxinas pueden ser producidas por organismos comprendidos de
diferentes niveles taxondmicos, capaces de ejercer una accion téxica actuando
sobre los diferentes mecanismos y procesos fisiolégicos del sistema nervioso

central (SCN).

La mayoria de neurotoxinas que se encuentran en las anémonas presentan

efectos sobre los canales idnicos de sodio o de potasio (Salceda & Ortega, 2009).

= Neurotoxinas que afectan a los canales de sodio

Las neurotoxinas que pueden actuar sobre los canales del Na* se clasifican en
tres categorias en funcion de los péptidos, su estructura primaria y los puentes

disulfuro que presentan. Su peso molecular oscila entre 3-5 KDa (Norton, 2009).

Segun Lazcano y colaboradores (2014), Frazao y coautores (2012) y Norton

(2009) la clasificacion de las neurotoxinas es la siguiente:

Tipo I: son cadenas de 45-50 residuos de aminodcidos, los cuales se encuentran
enlazados por tres puentes disulfuro. Este tipo de neurotoxina esta presente en

la familia Actiniidae.

Tipo II: proteinas constituidas por 45-50 residuos de aminodcidos, que al igual
que el tipo |, también contienen tres puentes disulfuro en la secuencia de
aminodcidos. Ademas tienen en comun la longitud de sus cadenas, en lo Unico

gue difieren es en la secuencia de aminoacidos.
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Tipo lll: estan formadas por cadenas de entre 27-32 aminoacidos, estabilizadas
por 4 puentes disulfuro. Han sido identificadas en algunas especies, pero no son

tan comunes como el tipo | y Il

Tipo IV: presentan 46 aminodcidos, representadas por la Calitoxina | y II.
. Neurotoxinas que pueden afectar a los canales de potasio

Las neurotoxinas capaces de activar los canales de K' presentan un peso
molecular que varia entre 3.5 y 6.5 kDa (Honma & Shiomi, 2006). Segun
Castafieda y Harvey (2009) estas toxinas se clasifican en cuatro tipos diferentes

segln su estructura y la funcién que llevan a cabo.

Tipo I: compuesta por 35-37 residuos de aminodcidos, unidos por tres puentes
disulfuro. Su accion es la de bloquear corrientes de canales con varias
subunidades de K, y también de conductancia intermedia tales como los canales

de K* sensibles a Ca**

Tipo Il: compuesta por 58-59 residuos de aminoacidos y tres puentes disulfuro.
Al igual que el Tipo | pero con menor potencia, su funcidén es bloquear el canal

K.1.2.

Tipo lll: compuesta por cadenas de 41-42 residuos de aminodcidos y tres
puentes disulfuro. Bloquean corrientes relacionadas con subunidades de los

canales K,3 y también bloguean canales ERG.

Tipo IV: Presentan 28 residuos de aminodcidos y dos puentes disulfuro; todavia
no es conocida la especificidad del bloqueo del canal, pero los estudios que se
realizaron con dendrotoxina mostraron que es capaz de reemplazar la unién de

la dendrotoxina de las membranas sinaptosomales.

2.5.2 Citolisinas

Las citolisinas son compuestos activos que provocan la formacién de poros en las
membranas celulares, promoviendo la disolucidon o degeneracion de las células.
Muchas son las especies de anémonas capaces de producir péptidos citoliticos.

Las citolisinas son importantes ya que sirven como modelo para estudiar la
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interaccion proteina-membrana lipidica (Anderluh & Macek, 2002). Ademas
también se realizan importantes estudios dirigidos a la erradicacién de las células
tumorales y pardsitos (Tejuca et al., 2009); pueden funcionar como cardio
estimulantes, y tener propiedades antihistaminicas (Frazao et al., 2012; Klyshko
et al., 2004), entre otras.

Basandose en su estructura primaria y las propiedades funcionales las citolisinas

se clasifican en cuatro grupos polipéptidicos:

Tipo I: tienen un peso molecular que va de 5-8 kDa, y que forman poros en las
membranas que contienen fosfatidilcolina (Anderluh & Macek, 2002). Estudios
que se realizaron con la especie de anémona T. felina y R. macrodactylus

mostraron que tenian actividad antihistaminica (Frazdo et al., 2012).

Tipo II: son el grupo de citolisinas mas estudiado producido por las anémonas y
tienen un peso molecular de 20 kDa (Anderluh & Macek, 2002). También son
llamadas Actinoporinas, debido a la capacidad que tienen de unirse a los
dominios fosfolipidicos de la membrana del organismo hospedador,
oligomerizando y formando poros catidnicos selectivos (Frazao et al., 2012). En
comun con muchas toxinas que forman poros, las actinoporinas son muy
solubles en agua, proteinas estables pero sin embargo su actividad es conocida
por la formacidon de poros en las membranas oligoméricas, que consta de tres o
cuatro mondmeros. Los poros resultantes son permeables a las moléculas
pequefias y a solutos, lo cual provoca un desequilibrio osmoético donde al final

tendra a cabo la lisis celular (Anderluh & Macek, 2002).

Tipo lll: estas toxinas presentan un peso molecular entre 30-40 kDa y estan
formadas por citolisinas con o sin actividad de PLA;; es un tipo de citolisina que
aparece en muy pocas especies de anémonas, como por ejemplo en Aptasia

pallida y en el género Urticina. (Frazdo et al., 2012).

Tipo IV: son citolisinas activadas por tiol, con un peso molecular de 80 kDa. Hasta

ahora el uUnico representante de este grupo de toxinas esta presente en la

30



especie Metridium senile la cual es capaz de producir metriodiolisina (Frazao,

2012).

2.6 Bartholomea annulata

Bartholomea annulata (Fig. 9) es tipicamente encontrada en el Mar Caribe, en el
Golfo de México y en el Océano Atlantico Oeste. Se distribuye desde la costa Este
de Texas hasta el Atlantico de Florida, siendo Bermudas el punto mas
septentrional de su area de distribucion. La especie también se extiende hacia el

Sur hasta la costa Norte de América del Sur (Zeiller, 1974).

Esta anémona se encuentra a menudo bajo salientes pero es mds comun
encontrarla como habitante de la arena entre poblaciones de algas Halimeda sp.
Por lo general, estdn unidas a los agujeros y grietas presentes en los arrecifes de
coral, zonas rocosas u otros sustratos sélidos (Jennison, 1981; Zeiller, 1974).

Estan distribuidas a diferentes rangos de profundidades, desde 1 m hasta 40 m.

Puede medir mds de 51 mm de alto. Presenta un disco pedal, situado en la parte
inferior de la anémona con la funcidn de unirse al sustrato, bien desarrollado, de
contorno irregular, mas amplio que la columna, de color café claro o crema,
semitransparente. Tiene un margen tentaculado, con tentdculos largos,
delgados, dispuestos en cuatro, cinco o seis ciclos, dependiendo del grado de
desarrollo del organismo, de color café oscuro semitransparente, con bandas
espirales en forma de anillos incompleto. Esta gran cantidad de tentaculos
pueden crecer hasta 12.5 cm. Su disco oral es pequefio, liso y plano de color café
mas claro que los tentdculos, con pequefias manchas en forma de puntos color
blanco, amarillento o verde blanco y pueden tener manchas triangulares sobre
los tentaculos del primer ciclo. Son cuatro los tipos de cnidocistos que contiene,
basitricos, microbdsicos p-mastigéforos, microbasicos amastigoféros y

espirocistos (Gonzalez-Mufioz, 2009).

31



Tabla 1: Clasificacion taxondmica de la anémona Bartholomea annulata. Clasificacidn obtenida
de: http://animaldiversity.ummz.umich.edu/accounts/Bartholomea annulata/

Reino Animalia

Phylum Cnidaria

Clase Anthozoa

Subclase Hexacorallia

Orden Actinaria

Familia Aiptasiidae

Género Bartholomea

Especie Bartholomea annulata

Esta especie posee una simbiosis mutualista con el camarén chasqueador
Alpheus armatus Rathbun 1901, el cual beneficia a la anémona evitando su
depredacion por el poliqueto gusano de fuego. El camardn obtiene proteccion y
camuflaje, ademas se alimenta de detritos y limpia permanentemente el refugio,

lo que permite a la anémona extender sus tentdculos y retraerse completamente

cuando es perturbada (Gonzdlez-Mufioz, 2009).
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I5ig. 9: Imagen de Bartholomea annulata en simbiosis con un camarén chasqueador. Imagen
obtenida de:

http://fgmeeresbiologie.de/meeresbiologie _uebung/html/slides%20clips/sl aktinien bio.html
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2.7 Estudios relacionados

En el aflo 2002 Santamaria y colaboradores publicaron un articulo donde el
objetivo del trabajo fue aportar informaciéon sobre mecanismos como la
respuesta hemolitica y la peroxidacién lipidica en eritrocitos de ratén provocados
por los venenos de Bartholomea annulata. También se investigd sobre la posible
correlacién entre el dafo oxidativo de los radicales libres y las respuestas
hemoliticas mediante pruebas de acciéon con dos antioxidantes generales, GSH
(glutation reducido) y DFA (desferroxiamina) (Santamaria et al., 2002). En este
trabajo demostraron que el extracto crudo de la anémona es capaz de provocar
hemdlisis en los eritrocitos de raton, ademds de mostrar que el efecto es
dependiente de la concentracion, es decir la hemdlisis aumenta a medida que
aumenta la concentracion del extracto crudo, siendo significativas las
concentraciones de proteinas 0.150 mg/ml y 0.224 mg/ml. También se
comprobd que al incubar los eritrocitos con extracto crudo y GSH en un tubo y
DFA en otro tubo estos compuestos eran capaces de atenuar la respuesta
hemolitica reduciendo su actividad.

Finalmente se comprobd que la peroxidacion lipidica, al igual que en la actividad
hemolitica, depende de la concentracién donde fue significativa la misma
concentracién que lo fue para la hemdlisis, 0.150 mg/ml y 0.224 mg/ml
respectivamente, sugiriendo que la accion peroxidativa puede contribuir al
efecto hemolitico.

Por tanto, estos autores discuten que el extracto crudo de B. annulata es
efectivo para provocar efectos téxicos en los eritrocitos de rata tanto en

hemdlisis como en peroxidacién lipidica.

Afios mas tarde, concretamente en el 2006, Sdnchez-Rodriguez y colaboradores
publicaron un articulo, donde se investigaron los parametros de extracto crudo y
veneno parcialmente purificado de Bartholomea annulata en diferentes modelos
experimentales (Sanchez-Rodriguez et al., 2006 b). Corroboraron la identificacién

de los nematocistos realizada anteriormente por Calgren (1949), ademas de
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afirmar que la solucién mas eficiente utilizada para la descarga de nematocistos
fue el agua destilada al igual que lo que observé Hymen (1940).

También hicieron ensayos con ratones y cangrejos donde sugirieron la posible
presencia de neuropéptidos y compuestos cardiotdxicos. Cuando las ratas fueron
sometidas a una determinada dosis de extracto crudo mostraron sintomas de
arritmias cardiacas y por otro lado los cangrejos mostraron sintomas de paralisis.
Ademas se estandarizé un método de separacidn con cromatografia liquida de

baja y alta presién.

Por ultimo, en el afio 2007 Morales-Landa y colaboradores llevaron a cabo una
investigacion a partir de seis especies de cnidarios diferentes del Mar Caribe
siendo una de ellas la especie de estudio, donde el objetivo del articulo fue
evaluar a partir de estas distintas especies las actividades tanto antiprotozoarias,
antimicrobianas y toxicas mediante diferentes bioensayos (Morales-Landa et al.,

2007).

Uno de los objetivos de este trabajo es llevar a cabo ensayos electrofisiolégicos
para comprobar la posible presencia de neurotoxinas en el extracto de B.
annulata. Hasta ahora no hay ningun articulo publicado en relacién a estudios
electrofisiolégicos de esta especie de anémona; pero si se han realizado otros
estudios relacionados con las respuestas electrofisiolégicas de las toxinas de
algunos cnidarios u otros productos naturales extraidos de organismos marinos.
En 2001 Torres y colaboradores reportaron tres diferentes respuestas
provocadas al suministrar el veneno de Cassiopea xamachana en los ovocitos de
rana y la presencia de tres canales nativos catidnicos presentes en la membrana
de los ovocitos (Torres et al., 2001).

Ademas se han reportado otros estudios de generacién de corrientes provocada
por los venenos de medusas en diferentes modelos de células, como las causas
de despolarizacién en los musculos de rana provocados por el veneno de Aurelia
sp. (Kihara et al., 1988; Torres et al., 2001), y la apertura de los canales catidnicos
en las fibras nerviosas de las ranas debido a la accidn téxica del veneno de

Chrysaora sp. (Dubois et al., 1983; Torres et al., 2001).
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En el 2014 Lazcano-Pérez y colaboradores aislaron del zoantideo Palythoa
caribaeorum una neurotoxina de bajo peso molecular, donde reportaron que la
toxina fue capaz de inactivar los canales de sodio que se encontraban en el
ganglio cervical superior (Lazcano-Pérez et al., 2014).

La finalidad de estos estudios es poder abrir un camino a nuevos posibles
medicamentos, actualmente hay dos farmacos importantes aislados obtenidos
de productos naturales marinos. Uno es el Prialt® (Ziconotide), aprobado en el
2004 en Estados Unidos, obtenido de un péptido (w-conotoxin MVIIA) aislado de
una especie de caracol tropical llamado Conus magus. Es usado para enfermos
de cancer términal, ya que es un inhibidor de dolor, donde su funcién es
bloguear los canales dependientes de voltaje de calcio. Estos canales se
encuentran exclusivamente en neuronas presindpticas donde regulan la
despolarizacion inducida por el flujo de los iones calcio y tienen un importante
rol en las sefiales de dolor (Molinski et al., 2009).

Tres afios mds tarde, en 2007, la Unidn Europea aprobd un compuesto
antitumoral (Yondelis®/ecteinascidin-743/ET-743) aislado de una ascidea usado

para tratamientos de sarcoma de tejidos blandos (Molinski et al., 2009)
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3 Hipotesis

Las neurotoxinas aisladas de la anémona Bartholomea annulata producen

cambios en los potenciales de accidn de los ovocitos de Xenopus laevis.
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4 Justificacion

La existencia de enfermedades para las cuales aun no se han encontrado
medicamentos efectivos, la resistencia de algunos agentes patégenos e incluso la
relacion entre la identificacion de nuevas moléculas “blanco” y las anomalias
estructurales y funcionales a nivel de receptores y canales idnicos con diferentes
patologias han provocado que en los ultimos afios haya incrementado el interés
de la produccion de nuevos medicamentos y de las estructuras moleculares con
un fin terapéutico (Garateix, 2005).

Para asegurar el éxito en la busqueda de nuevos fdrmacos es importante
encontrar un nimero elevado de compuestos que posean una gran diversidad
estructural que aumente las posibilidades de encontrar actividad sobre los
blancos moleculares. Estas caracteristicas podrian encontrarse en los productos
naturales, debido a que, poseen una gran multiplicidad estructural y ademas,
muchos son relativamente pequefios y tienen propiedades similares a los de los
farmacos, es decir, pueden ser absorbidos y metabolizados (Garateix, 2005).

La mayoria de los estudios en relacidon con productos naturales han sido hechos
en su mayoria con plantas terrestres y microorganismos, a pesar de que la floray
fauna marina excede la terrestre y que la existencia de sustancias naturales
marinas con actividades utiles para el hombre se conoce desde la antigliedad; la
farmacologia es una ciencia nueva (Garateix, 2005).

En el caso en particular de Bartholomea annulata hay muy pocos estudios sobre
las respuestas bioactivas que presenta el veneno de esta anémona (Sanchez-

Rodriguez et al., 2006 b).

Los bioensayos realizados con ratones, cangrejos, peces, etc., permiten dar una
idea de la actividad de los compuestos y caracterizar la potencia del veneno,
dando a comprender qué tipo de toxinas son y como estan afectando al sistema
fisioldgico de los animales a los que se han sometido a estas pruebas. Si se llevan
a cabo bioensayos mas selectivos como son ensayos electrofisiolégicos se podra
obtener mas informacidn y obtener una mayor precision en la deteccién de las

substancias activas que se pueden encontrar en Bartholomea annulata.
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Ademas el aislamiento de las neurotoxinas de las anémonas tiene un gran interés
de investigacién desde el punto de vista biomédico, debido a su alta
especificidad con los canales idnicos y no solo en crustaceos sino que también
con otras especies (Sanchez-Rodriguez et al. 2006 b). Ya que, se ha demostrado
gue su accidon especifica puede modificar las acciones de transmisidn
neuromuscular afectando a la funcion de los canales de sodio (Sanchez-

Rodriguez et al., 2006 b).

Por todo lo anterior, es importante profundizar los estudios de las toxinas de
esta especie para poder entender de una mejor manera su funcionamiento y por
lo tanto como se podrian usar como herramientas para un posible uso

farmacoldgico.

38



5 Objetivos
Objetivo general

. Aislar, pre-purificar y caracterizar la actividad bioldgica del extracto
presente en la anémona Bartholomea annulata, que habita en la Laguna

arrecifal de Puerto Morelos.

Objetivos especificos

. Aislar las toxinas que se encuentran presentes en la anémona
Bartholomea annulata.

. Purificar de forma parcial los compuestos activos empleando técnicas de
filtracion con membranas de corte y cromatograficas.

° Evaluar la actividad biolégica del extracto crudo y fracciones pre-
purificadas en cangrejos de la especie Ocypode quadrata.

° Evaluar la actividad citolitica del extracto crudo y fracciones pre-
purificadas en eritrocitos de humano y en fosfolipasas.

. Caracterizar los posibles efectos de las neurotoxinas presentes en el
extracto crudo y fracciones pre-purificados mediante ensayos electrofisioldgicos,

usando el modelo de ovocitos de la especie Xenopus laevis.
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6 Areade estudio

La Laguna Arrecifal de Puerto Morelos esta ubicada en el area norte de la costa
de Quintana Roo (Mar Caribe mexicano). La laguna se extiende desde la linea de
costa hasta un arrecife coralino que corre ligeramente en diagonal a una
distancia de ~ 500 a 2000 m de la costa. La profundidad en la laguna arrecifal es
de ~ 1 a4 m. El sistema arrecifal coralino de Puerto Morelos fue declarado area
marina protegida en 1998, segun el programa de manejo del Parque Nacional
Arrecifal de Puerto Morelos del Instituto Nacional de Ecologia. El fondo de la
Laguna Arrecifal estd compuesto principalmente por arena calcarea estabilizada
por amplias praderas de pastos marinos, aunque en algunas partes aflora el
pavimento calcareo (Fig. 10).

La temperatura del agua es tipicamente mas alta en julio-septiembre (29.4-29.5
°C), y mas baja durante enero-marzo (25.1-25.8 °C) (Rodriguez-Martinez et al.,

2010).

Fig. 10: Imagen de Google Earth de la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos.
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7 Materiales y Métodos

7.1 Muestreo de Bartholomea annulata

Las anémonas fueron muestreadas mediante buceo libre en la Laguna Arrecifal
de Puerto Morelos, en el estado de Quintana Roo. Los organismos que se
extrajeron fueron los que se encontraban sobre conchas y rocas, mediante el uso
de un martillo y cincel teniendo el maximo cuidado para no dafar y estresar a la
anémona. Una vez colectadas, fueron transportadas a la Unidad Académica de
Sistemas Arrecifales en bolsas “Ziploc” conteniendo agua de mar y se colocaron

en un estanque para ser aclimatadas hasta el momento de ser usadas.

7.2 Ildentificacion de cnidocistos

Para la identificacién de cnidocistos, se preparé una muestra en un porta objetos
y se observd al microscopio éptico Labomed CxL. Para su identificacion se uso la

guia de Mariscal (1974).

7.3 Descarga de nematocistos

El fin de la descarga de los nematocistos, es la obtencidn de las sustancias activas
y asi obtener el extracto crudo. Para provocar y optimizar la descarga se usaron
tres métodos consecutivos, el primero fue el método modificado de Kem et al.,
(1989), el cual consistid en introducir la muestra de anémonas dentro de un vaso
de precipitado con 200 ml de agua miliQ, agitando la muestra manualmente con
una espatula por un periodo de 20 minutos aproximadamente. Posteriormente
se removieron las anémonas, se separé el liquido del material sdlido; este ultimo
se conservo durante 30 minutos en el ultracongelador REVCO a una temperatura
de -60°C y la parte liquida se guardd en refrigeracion a 4°C. Pasados 30 minutos
aproximadamente se extrajo la muestra sélida del REVCO, se introdujo en el
liquido y se hizo el mismo procedimiento de agitacién y congelamiento en varias

ocasiones, con el fin de descargar los nematocistos. Para ir revisando que los
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nematocistos se estaban disparando, se observd una pequefia alicuota al
microscopio Labomed CxL.

El segundo método de descarga fue mediante el maceramiento de las mismas
anémonas usadas en el primer método. Para ello se utilizé6 un homogenizador de
cristal Pyrex Brand Tenbroeck de 15 ml, donde se introdujo la muestra con agua
desionizada y se macerd hasta que los nematocistos estaban descargados entre

el 85-95%.

El tercer y ultimo método que se utilizé fue sonicar la muestra de anémonas con
la muestra usada para los dos métodos anteriores de descarga por un periodo de

tiempo de 30 minutos.

Una vez aplicados los diversos métodos de descarga, se conservé la parte sélida
de la muestra en un tubo falcon y la parte liquida fue centrifugada para separar
el precipitado del sobrenadante, donde en este ultimo consideramos que
estaban los nematocistos descargados. La centrifugacién se realizd a una
temperatura de 4°C a 3,200 g, durante 10 minutos. Posteriormente se
congelaron por separado el sobrenadante del precipitado y se liofilizd el
sobrenadante. La liofilizadora que se usd fue de la marca Labconco® modelo
freezone® 4.5. La liofilizacidon consiste en un proceso de eliminacién del agua
mediante sublimacién, se lleva a cabo en una cdmara de vacio y asi se obtiene el

extracto crudo aislado de las anémonas.

7.4 Cuantificacion de proteinas

La cuantificaciéon de proteinas se llevd a cabo mediante el método Bradford,
(1976), utilizando el kit de Quick Start™ Bradford. El método de determinacidn
de proteinas consiste en utilizar un colorante hidrofdbico, en este caso se usé el
tinte de proteinas llamado Coomassie Brilliant Blue G-250, que en presencia de
proteinas se une a ellas confiriéndoles color azul, de esa forma y mediante un

espectofotdmetro las muestras se leyeron a una longitud de onda de 595 nm.
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Se realizd primero una curva patron con un estandar de Albimina Sérica Bovina
(BSA) con la finalidad de asi obtener las concentraciones de proteinas de las
muestras ya liofilizadas, a partir de la recta de regresién. La preparacion para la
medicion de los estdndares se basé en pipetear 20 pl de las diferentes
concentraciones de BSA (0.125, 0.250, 0.500. 0.750, 1.00 mg/ml) y afiadirle 1 ml
del reactivo de Bradford a cada tubo. El ensayo se realizo por triplicado. Después
se procedid a la medicién de la absorcién de las diferentes concentraciones de
los estdndares al espectofotémetro Turner SP-830 a 595 nm y asi se obtuvo una
curva patron de absorbancia frente a concentracién.

En cuanto a la cuantificacidon de proteinas de las muestras obtenidas, lo que se
hizo fue preparar una cierta concentracién a partir de muestra liofilizada con
agua miliQ y hacer varias diluciones, se agregd 1 ml del reactivo de Bradford y se
leyeron las muestras al espectofotdmetro. La concentracion de proteinas se

calculé a partir de la curva realizada con BSA.

7.5 Ensayos de actividad
Evaluacion de toxicidad (actividad neurotoxica)

Este método sirve para poder comprobar que las proteinas aisladas de la
anémona presentan una posible actividad neurotdxica. Para ello, se hicieron
diluciones de la muestra del extracto crudo y se inyectaron entre 50 pl y 100 pl
en la base del tercer pereiépodo del cangrejo de la especie Ocypode quadrata. Se
observé el comportamiento que presenté cada uno de los cangrejos inyectados.
Finalmente se llevd a cabo la diseccion para observar los dafios provocados por
el extracto en los érganos vitales del organismo.

Los cangrejos fueron recolectados en la zona de la playa que se esta cercana a la

Unidad Académica de Sistemas Arrecifales de Puerto Morelos.
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Actividad de fosfolipasa

El ensayo de actividad de fosfolipasa tiene la finalidad de comprobar si las
substancias activas de Bartholomea annulata tienen un efecto citolitico
(enzimatico). Los geles que se usaron para estos ensayos se prepararon segun el
método de Habermann & Hardt, (1972), con algunas modificaciones. Se
prepararon tres soluciones: para la solucién A, se prepard usando 12 ml de yema
de huevo fresco en 36 ml de NaCl al 0.86%, para B, se disolvid agarosa a una
concentracién de 6 mg/ml con una solucion de Tris-HCl al 50mM a pH de 7.95 y
para C, se disolvid 1.47 g CaCl, en un ml de agua desionizada. Despues, las
soluciones se combinaron en volumes de 50:0.5:0.5 ml de B:A:(C,
respectivamente. La mezcla se reparti6 en cajas de Petri usando
aproximadamente 15 ml en cada caja. Se dejaron reposar 3 horas, hasta que
gelificaron. Posteriormente se dividié la caja en diferentes secciones en funcidn
del nimero de muestras a probar contando siempre con los controles negativo y
positivo. Se realizaron pozos en el gel de aproximadamente 5.0 mm de didmetro
en los cuales se les agregaron las muestras a probar. Como control negativo se
us6 agua miliQ y como positivo veneno de abeja. En los pozos se colocaron 20 pl
de agua miliQ, veneno de abeja o muestra de extracto, y se monitored la
actividad de las fosfolipasas como un crecimiento de los halos que se forman
alrededor de los pozos. Se obtuvieron imagenes de las cajasalas 3, 6, 12, 24 y 48
horas de actividad. Después, las imagenes se analizaron con el programa Image J,
con el cual se midieron el didmetro del pozo y el halo de actividad. Se calculo el
indice Pz (Price et al., 1982), que es la relacién del didmetro del pozo entre el
diametro del halo, es decir, cuando menor es el valor de Pz mayor es la actividad
de las fosfolipasas. Ademds para que el ensayo fuera significativo se hizo por

triplicado.
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Ensayo hemolitico

El ensayo de hemdlisis se hizo en base al método modificado de Rottini et al.,
(1990) usando eritrocitos de donante humano sano.

Se extrajeron 2 ml de sangre y se diluyeron con 30 ml de solucion fisioldgica de
Alserve (preparacién para 500 ml de solucion: 450 ml de agua desionizada, 10.5 g
de dextrosa anhidrida, 4 g de Citrato de Sodio 2H,0, 2.1 g de NaCl y 0.2 g de
Acido citrico anhidrido; finalmente se ajusté la solucién a pH 7.4). La sangre
diluida se homogenizé cuidadosamente y se centrifugd durante cinco minutos a
4°C a 2465 g, donde se elimind el sobrenadante, ya que es donde se encuentra el
plasma y la grasa, nuestro interés se centra solamente el paquete de células
rojas. Finalmente los eritrocitos fueron resuspendidos al 1% con solucién Alsever
y se conservaron a 4 °C.

Una vez que se obtuvieron los eritrocitos al 1% se procedid a hacer una
calibracion.

La calibracién de los eritrocitos se hizo estandarizando la solucién a dos valores
que se consideraron controles.

El primer control se obtuvo pipeteando 50 pl de la suspensién de eritrocitos al
1% en solucién Alserver y 950 pul de solucidn fisioldgica Alserver. Se incubd a 37
°C durante 30 min y se centrifugd durante 5 min a 3,200 g en una centrifuga
Eppendorf® Centrifuge 5810 R y finalmente se hizo la lectura a una longitud de
onda de 415 nm obteniendo una absorbancia préxima a 0, considerando asi que
este control negativo correspondia al 0% de hemodlisis.

El segundo control se obtuvo pipeteando 50 pl de eritrocitos al 1% en la solucion
fisioldgica y 950 ul de agua desionizada, al igual que el control negativo se incubd
durante 30 min a 37 °Cy se centrifugd durante 5 min a 3,200 g en una centrifuga
eppendorf® Centrifuge 5810 R. Este se considerd el 100% de hemdlisis debido a
gue, la lectura a una longitud de onda de 415 nm fue 1 o prdxima a este valor.
Para proceder a realizar el bioensayo con las muestras de B. annulata, se
pipetearon 50 pl de muestra a una determinada concentracion y se le agregaron
50 upl de eritrocitos calibrados al 1% y 900 pl de solucién Alserve. Una vez

realizado el procedimiento se incubaron las muestras a diferentes
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concentraciones durante 30 min a 37 °C y se centrifugaron a 3,200 g durante 5
min. Por ultimo se leyeron las muestras a una longitud de onda de 415 nm vy se
compararon con los controles para estimar el porcentaje de hemdlisis que

produjo el veneno de la anémona.

7.6 Electroforesis

Analisis de los pesos moleculares de las proteinas mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS PAGE).

El propdsito de hacer el analisis mediante electroforesis es obtener los pesos
moleculares aproximados de las proteinas que se encuentran presentes en el
extracto crudo en las fracciones semipurificadas o filtradas de de la anémona B.
annulata.

El gel de separacion de acrilamida al 12% se prepard segun el método Laemmli
(1970), se mezclaron 3.35 ml de agua miliQ, 2.5 ml de Tris-HCI 1.5M a un pH 8.8,
100 pl de SDS al 10% y 4 ml de acrilamida/bisacrilamida (29:1, BioRad). Para que
ocurra la polimerizacién del gel se necesita afiadir un volumen de 50 ul de
persulfato de amonio (APS) al 10% y 5 pl de TEMED. La funcion de este gel es la

separacion de las macromoléculas en funcién de su tamafio.

Preparado el gel de separacion, se llevd a cabo el gel de carga al 4% de
acrilamida. Se mezclaron 6.1 ml de agua miliQ con 2.5 ml de Tris-HCI 0.5M a pH
6.8, ademas se le afadieron 100 pl de SDS al 10% y 1.33 ml de
acrilamida/bisacrilamida (29:1, BioRad). Para que sucediera la polimerizacién del

gel se anadieron 50 pl persulfato de amonio al 10% y 10 ul de TEMED.

La muestra de extracto crudo o de las fracciones antes de ser cargadas en los
geles, se desnaturalizaron en buffer de carga (Laemli, 1970) 5X, en una dilucién
4:1 a 95°C por 4 min. Por otro lado, se usaron dos marcadores de pesos
moleculares, Precision Plus Protein™ Standards Kaleidoscope (Bio-Rad) y
Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad) los cuales se utilizaron

para comparar los pesos moleculares de las muestras analizadas. Las muestras y
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el estandar se cargaron en los pozos de gel y se corrieron en una camara
electroforética con un amortiguador de corrimiento al 1X a 200 V. Las corridas se
detuvieron antes de que el colorante indicador del frente de proteinas sse saliera

de la matriz del gel.

Terminado el tiempo necesario para realizar la electroforesis, se hizo una tincion
del gel con azul de Coomassie al 1% en una solucidn fijadora de metanol al 40% y
10% de acido acético diluido en agua miliQ. En esta solucidon se dejé tefiir el gel
durante 12 horas mediante agitacidn de forma constante. Finalmente y pasado el
tiempo se destiiid con una solucién de metanol: ac. acético: agua e proporciones

40: 10: 50 respectivamente.

Analisis de proteinas mediante electroforesis en gel Tris-Tricina (SDS-PAGE)
(Schagger, 2006).

Esta metodologia es comiUnmente usada para la resolucién de proteinas vy
péptidos de bajos pesos moleculares. Las proteinas se analizaron en geles al 16%
de acrilamida en la zona de separacién y 4% de acrilamida en la zona de
apilamiento.

Para el gel 16% de acrilamida se mezclaron, 1.96 ml la solucién buffer
acrilamida/bisacrilamida (AB-6, 49.5% T, 6%C, donde T es el porcentaje total de
acrilamida mas bisacrilamida y C es el porcentaje de la concentracién de
bisacrilamida en relacién a la concentracion total), 4 ml de buffer gel 3X (3M Tris,
1M HCI, 0.3% SDS, pH 8.45), 4.32 g Urea, 1.2 ml Glicerol, 120 pl de 10% APSy 8 ul
Temed; para el 10 % acrilamida se mezclaron, 0.8 ml de AB-6, 1.32 ml de Buffer
gel 3X, 40 ul de 10% APS, 2 pl de Temed y 1.85 ml de agua desionizada; para el
gel de aplilamiento 4% acrilamida se mezclaron, 14.5 ml de AB-6, 1ml de Buffer
gel, 40 ul de APS, 4 ul de Temed y 2.636 ml de Agua destilada. En los casos de 16
y 14% acrilamida, las mezclas se preenfiraron antes de agregar el Temed.

Los geles se corrieron en Buffer Catodo (0.1 M Tris, 0.1M Tricina, 0.1% SDS, pH
~8.25) del lado del electrodo negativo y Buffer Anodo (0.1M Tris-HCI, pH 8.9) del
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lado de electrodo positivo y a una corriente continua de 20 mA durante toda la
separacion y a temperatura ambiente

Las proteinas que se cargaron en el gel fueron desnaturalizadas a una
temperatura de 95°C durante 5 min y tefidas con el amortiguador de Laemmli al
4X. Se usé como estdndar para definir los pesos moleculares, Precision Plus
Protein™ Dual Xtra Standards (Bio Rad).

Una vez finalizada la electroforesis el gel se enjuagd con agua miliQ para limpiar
las impurezas y detergentes durante 10 min y se le afadié azul de Comassie por
lo menos 6 horas y finalmente se destifiid con una solucién de metanol:ac.

acético:agua, con proporciones de 40:10:50 respectivamente.

7.7 Estrategia de separacion

En el diagrama de flujo (1) se muestran las dos estrategias de separacién que se
llevaron a cabo, con el fin de perfeccionar las técnicas de pre-purificacion.

En la primera estrategia se hizo una separacion mediante cromatografia de
exclusién molecular con Sephadex G-50 M, una vez obtenidas las fracciones se
hicieron varios ensayos para probar la actividad bioldgica con cangrejos,
actividad de fosfolipasas, hemolitica, electrofisiolégica en ovocitos de Xenopus
laevis y electroforesis.

En la otra estrategia con el fin de mejorar la separacién anterior, se hizo una pre-
purificaciéon con membranas Amicon usando membranas de 10, 5, 3 y 1 kDa. Con
las diferentes fracciones obtenidas se realizaron ensayos de actividad citolitica,
bioactividad con cangrejos, actividad hemolitica, ensayos electrofisioldgicos y

electroforesis.
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j— Extracto crudo ﬁ

Cromatografia exclusion Ultrafiltracion membranas
molecular (Sephadex G-50 M
(Sephadex ) Amicon (Millipore) 10, 5, 3, 1
Fase mavil: acido acético kDa
0.3M

J.

Ensayos de actividad ‘

Ensayos de actividad

1- Diagrama de flujo, donde se resumen las diferentes estrategias de separacion que se
llevaron a cabo para obtener extracto semipurificado.

Aislamiento de toxinas mediante cromatografia liquida de baja presion
(Sephadex G-50 M).

La cromatografia liquida de baja presidn separa las proteinas por exclusién
molecular através de una matriz de gel de filtracion (Sephadex G-50 M) por el
arrastre de una fase liquida. A medida que van pasando las proteinas por la
matriz, las moléculas pequefas son arrastradas a una velocidad menor que las de
mayor tamano, por lo que su tiempo de residencia en la matriz es mayor.

Para llevar a cabo la separacién, lo primero que se hizo fue diluir una cantidad
determinada de extracto crudo diluido en agua miliQ. Posteriormente, se
centrifugd a 3,200 g a 4°C durante 10 minutos, para asegurar que no hay restos
de material que pudieran bloquear la superficie de la columna y la separacion.
Seguidamente se cargd la columna con la muestra, usando como eluyente acido
acético 0.3M (Sanchez-Rodriguez et al., 2006 b); asi se obtuvo la primera
separacion de compuestos en funcidn de su peso molecular, donde se separaron

por fracciones. Una vez obtenidas las fracciones, se rotaevaporaron al vacio con
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la finalidad de concentrar las fracciones obtenidas, se congelaron y se liofilizaron.
Después de ser liofilizadas se pesaron y se realizaron los diferentes bioensayos
correspondientes para comprobar en cual de las fracciones habia presencia de

actividad bioldgica.

Ultrafiltracion

Se emplearon dos métodos de ultrafiltracién.

En el primer método, se filtré la muestra de extracto crudo solubilizado en agua
miliQ, con un filtro de 1.5 um y seguidamente de 1 um, para asi eliminar las
impurezas que podrian saturar las membranas de corte.

La parte de muestra pre-filtrada se ultrafiltré en una serie de membranas Amicon
(Millipore) de cortes de 10, 5, 3 y 1 kDa. Las membranas se montaron en la célula
con agitacién Amicon y después se cargd la muestra. A la cdmara se le aplicod una
presion de 3.5 psi con nitrégeno gaseoso. Obtenidas las diferentes muestras a
diferentes cortes de membrana, se liofilizaron y se hicieron las evaluaciones

bioldgicas correspondientes.

7.8 Ensayos electrofisioldgicos mediante la técnica de control de

voltaje.

Obtencion de foliculos

Los foliculos se obtuvieron de ranas de la especie Xenopus laevis. Para ello se
anestesiaron las ranas por hipotermia, manteniéndolas en hielo durante 30 min
aproximadamente y posteriormente fueron sometidas a cirugia con el fin de
disectar de 2 a 3 Iébulos ovaricos. Se realizd una incision abdominal de 0.5 cm
aproximadamente, tanto en dermis como en musculo para obtener acceso a la
cavidad abdominal y el ovario.

Los foliculos extraidos se conservaron en una caja de Petri con solucién Barth’s
Normal a pH 7.4 (NaCl 88 mM, KCl 1 mM , NaHCO3 2.4 mM, Ca (NOs3);0.33 mM,
CaCl, 04 mM, MgSO, 0.82 mM, HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-
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piperazinetanosulfénico) 5 mM y gentamicina 70 ug/ml) en la incubadora a 17.2
°C.
Por dltimo la rana fue suturada y colocada en un estanque donde su

recuperacién fue supervisada durante tres semanas.

Tratamiento de los foliculos

El primer paso fue separar los foliculos de los I6bulos ovaricos mediante pinzas y
la observacién en microscopio estereoscopico (Zeiss Stemi 1000). Una vez
separados se clasificaron los foliculos en buen estado en el estadio V y VI segun
la clasificacion de Dumont (1972) y finalmente se hicieron varios lavados con la
solucion de Barth’s a pH 7.4.

Se dejaron reposar durante 24 horas en la incubadora a una temperatura de 18
°C aproximadamente.

Pasadas las 24 horas, se volvieron a clasificar los foliculos en buen estado y se
microinyectaron con 50 nl de ARNm purificado y extraido de ARN total de
cerebro de rata (Chomczynski & Sacchi, 1987); utilizando una micropipeta
Drummond a una concentracidn de 1 pg/ul. Se volvieron a dejar en la solucién de
Barth's pH 7.4 durante otras 24 horas incubandolos a 17.2°C.

El siguiente proceso fue su tratamiento con colagenasa a una concentracién de
0.5 mg/ml diluida en Ringer Normal en un tiempo de incubacion de 30 min, con
el fin de remover las capas externas del foliculo (epitelio superficial, teca,
membrana basal, monocapa de células foliculares) y obtener el ovocito desnudo,
para ello se usaron pinzas y un microscopio estereoscépico. Finalmente los
ovocitos se dejaron reposar durante 2 dias mas para que se pudiera ver una

buena expresion de los canales.

Técnica de control voltaje

Las respuestas eléctricas de los ovocitos fueron registradas utilizando la técnica
de control de voltaje mediante la utilizacién de dos electrodos. Esta es una

técnica que se utiliza para el estudio de las corrientes que fluyen a través de los
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canales idnicos que presentan tanto los ovocitos control como los
microinyectados con el ARNm del cerebro. Lo que se hace con esta técnica es
controlar a un valor predeterminado el voltaje de la célula bajo estudio, de tal
forma que sea posible medir la corriente transmembranal que fluye a este
potencial. Con el voltaje transmembranal de la célula bajo control, la corriente
que fluye a través de la membrana es proporcional a su conductancia y ésta se
encuentra determinada por la apertura y cierre de canales iénicos.

El sistema que usamos consiste de dos microelectrodos intracelulares. Uno de
ellos registra el voltaje (V') y otro inyecta corriente (I") a la célula. Debido a que el
orden de magnitud de los voltajes registrados es pequefo, el electrodo de
voltaje se conecta a un amplificador. La sefial se compara con un voltaje
comando o también llamado de mantenimiento (V) que es el valor del voltaje al
que se desea controlar la membrana, la diferencia entre ellos es compensada por
una inyeccién de corriente, a través del electrodo I’ cuya magnitud es
determinada a través de un circuito de retroalimentacidon negativo (FBA). En el
bafio se encuentra un tercer electrodo que mide a través de un amperimetro la

corriente (I) que cruza la membrana de la célula.

Los electrodos intracelulares V' e I” utilizados fueron elaborados con capilares de
vidrio de borosilicato con un didmetro interno y externo de 1.2 y 2 mm
respectivamente (WPI, Fl, EUA). Los electrodos fueron llenados con solucién 3M
KCl y se procuraba obtener una resistencia de 1-2 MQ.

El amplificador de control de voltaje que se utilizé fue el GeneClamp 500B (Axon
Instruments., CA, EUA). La seiial de corriente transmembranal fue registrada y
guardada de forma digitalizada utilizando el convertidor A/D Digidata 1200A. El
programa que se uso para el registro de datos fue el pClamp 9.

El registro de los ovocitos tuvo lugar entre 24 y 48 horas después de ser
desfoliculados con tratamiento de colagenasa.

Las respuestas electrofisiolégicas se registraron mediante dos protocolos
diferentes. Uno de voltaje continuo a -60 mV, para observar los cambios de
corrientes que se producian cuando se suministraban las toxinas a los ovocitos.

Se usé un potencial de -60 mV, debido a que es un potencial alejado del
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potencial de equilibrio de sodio, potasio, calcio y cloro, por tanto nos permitio
distinguir mejor las corrientes. El otro protocolo que se aplicé fue el de curva
corriente-voltaje (I-V) donde se aplicaron pulsos de -100 a +40 mV, con el fin de
observar los cambios de conductancia de los ovocitos una vez que fueron
prefundidos con BTxs y y asi identificar los posibles tipos de corrientes vy

bloqueos de canales.

53



8 Resultados

8.1 Recolecta de muestras

Durante cada semestre, se recolectaron anémonas en la zona de la Laguna
Arrecifal de Puerto Morelos. En la tabla 2, se muestra la fecha del muestreo, el

numero de anémonas recolectadas y el peso humedo de los organismos.

Tabla 2: Fecha de muestreos, el nimero de anémonas muestreadas recolectadas y el peso humedo
obtenido.

Enero 2013 5 19.1
28/06/2013 8 29.8
08/07/2013 5 25.3
19/07/2013 3 5.5
13/01/2014 9 28.8
07/02/2014 22 28.4
17/02/2014 10 6.5
27/02/2014 11 45.2
25/06/2014 10 78.4

8.2 Identificacion de cnidocistos

La identificacion de los diferentes tipos de cnidocistos que presenta Bartholomea
annulata se hizo a partir de una alicuota de los extractos crudos que se

obtuvieron de la descarga.

Ambas alicuotas se observaron a 60X identificando 4 tipos diferentes. Los
microbasicos p-mastigéforos (Fig. 11 A y B), los cuales, tienen un eje muy corto
que va disminuyendo bruscamente en el filamento y presenta una ranura en
forma de V prominente en la base (Mariscal, 1974). Los microbasicos

amastigoforos (Fig.11 A) éstos no presentan ningun filamento después del eje.
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Otro tipo de cnidocistos que se identifico fueron los espirocistos (Fig.11 C), con la

particularidad que sdélo estdn presentes en la clase Anthozoa.

Por ultimo se observaron los basitrichous isorhizas los cuales presentan un
filamento en el que la punta estd abierta, por tanto se incluyen en la clasificacién
de los stomocnidae, ademas se observa que solo en la base de los filamentos

presentan espinas bien desarrolladas (Mariscal, 1974).

Estos cuatro tipos de cnidocistos que se observaron en esta especie, se
corresponden con los tipos que ya se habian reportado anteriormente Gonzalez-

Mufioz, (2009) y Sdnchez-Rodriguez y colaboradores (2006).
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Fig. 11: Diferentes tipos de nematocistos identificados en Bartholomea annulata; (A), se puede
observar una gran cantidad de nematocistos donde se observa un p-mastigéforo microbasico y
un amastigéforo microbdasico; (B), muestra un nematocisto p-mastigéforo microbasico; (C), la
mayoria de cnidocistos estan cargados, se observan también espirocistos, introducidos en la

capsula con forma de espiral.
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8.3 Obtencidon de extracto crudo

Se aplicaron diferentes métodos para la obtencidon de nematocistos. El primero
fue el método modificado de Kem et al. (1989), en el cual se descargaron los
nematocistos por choque osmdtico al introducir las anémonas en agua
desionizada y someterlas a cambios de temperatura lo que les provocd un estrés
resultando la descarga de estos (Fig. 12 A y B). El segundo método fue usando
maceracion y el tercero fue por sonicado, los cuales se encargan de romper las

células.

Una vez obtenidos entre el 85-95% de nematocistos descargados vy
centrifugados, la muestra obtenida por los tres métodos difrentes, se liofilizé

(Fig. 12 C) y en esta forma se obtuvieron los pesos secos de extracto crudo total.

Fig. 12: En la imagen (A), se observa la extraccion mediante agitacion manual de acuerdo al
método modificado de Kem et al. (1989). En la figura (B), se observa la solucion obtenida
después de la descarga de los nematocistos. En la imagen (C), las muestras de extracto crudo
siendo liofilizadas.

En la tabla 3, se puede observar el peso seco después de que las muestras fueran
liofilizadas y el rendimiento obtenido, en base al peso hiumedo y el peso seco.
Para ello se consideré que el peso humedo es al 100% del rendimiento,

obteniendo un 8.13% de rendimiento.

Tabla 3: Peso humedo y peso seco, para calcular su rendimiento.

Peso humedo total (g) Peso seco extracto Rendimiento (%)
crudo total (g)
266.96 21.7 8.13
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Cuantificacion de proteinas

Una vez pesadas las muestras de extracto crudo obtenido, se procedid a hacer la
cuantificacion de la concentracion de proteinas. A partir de una concentracion de
10 mg/ml de extracto crudo diluido en agua desionizada se fueron haciendo
diferentes diluciones y se procedio a leer las absorbancias de cada una a 595nm.
Una vez obtenida las lecturas, se calculd la concentracidn de proteina a partir de
la curva patrén obtenida del estandar de albumina de suero bovina (BSA) y se
obtuvo un promedio aproximadamente de 0.5 mg de proteina por mg de

extracto crudo, como se puede observar en la tabla 4.

Tabla 4: Concentracion de mg de proteinas por mg de extracto crudo.

Proteina (mg)/ extracto crudo (mg) DS

0.5959 +0.1398

Prueba de neurotoxicidad

Para verificar si las proteinas aisladas tenian o no una posible actividad
neurotdxica, se inyectaron determinadas concentraciones de extracto crudo a
tres diferentes cangrejos perteneciente a la especie Ocypode quadrata.
Basandonos en la observacidon de los sintomas que presentaron los crustaceos
después de ser inyectados se determind la presencia de actividad. Se inyectd un
volumen de 50 ul para cada cangrejo en el tercer pereiépodo del organismo. Los
organismos fueron pesados y ademds se determind su sexo. En la tabla 5 se
presentan las caracteristicas de los cangrejos inyectados, donde se observa que
las concentraciones de proteinas inyectadas no fueron las mismas para cada

cangrejo, a pesar de no poder ser comparables entre los cangrejos inyectados, en
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la tabla 6 muestra que los cangrejos tuvieron practicamente los mismos sintomas

bajo los efectos del extracto crudo.

Tabla 5: Caracteristicas de los cangrejos inyectados con extracto crudo

Cangrejo 1 Cangrejo 2 Cangrejo 3
Concentracién proteinas (mg/ml). 2.9796 1.16 1.408
Volumen inyectado pl 50 50 50
Cantidad inyectada de proteina (mg) 0.14898 0.058 0.0704
ng prot/g de cangrejo 9.6740 2.88 6.34
Sexo Hembra Macho -
Peso (g) 15.4 20.08 11.1

Tabla 6: Efectos que se observaron en el comportamiento del cangrejo.

Efectos Cangrejo 1 Cangrejo 2 Cangrejo 3
Burbujeo por la 4 v v
boca
Temblores 4 v v
Movimiento 4 4 X
descoordinados de
los ojos
Parilisis 4 v 4
Oscurecimiento del 4 X v
caparazon
Muerte v v v

Actividad de fosfolipasa

Empleando medios sélidos con agarosa, es posible poder medir los halos de
actividad enzimatica para determinar la actividad de fosfolipasa.

En este caso, se observd la actividad en dos diferentes concentraciones de
proteinas de extracto crudo usando tres réplicas. Los halos de actividad se
midieron a diferentes horas (3, 6, 12, 24 y 48 h) mediante un programa de
procesamiento de imagen digital, llamado Image J, para asi poder calcular el Pz
medio de actividad midiendo el diametro de halo de los controles como el halo

gue forman los extractos en el gel entre el diametro de pozo (Tabla 7). Se usé un
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volumen de 20 pl para cada uno de los pozos, donde dos de ellos se ocuparon

con un control negativo (agua desionizada) y un control positivo (veneno de

abeja).

Tabla 7: Calculo de Pz a partir de la medicion de los diametros de los pozos entre los didmetros
de los halos de actividad de las muestras a diferentes horas.

Hg Pz 3h Pz 6h Pz 12h Pz 24h Pz 48h
proteina
*Control + 6.86 0.5900 0.4516 0.3725 0.2845 0.1787
EC(10
mg/ml) 119.186 1 0.9868 0.8390 0.5922 0.4588
EC(5
mg/ml) 59.592 1 1 1 0.9252 0.6771
*Control - 0 1 1 1 1 1

*Control -, agua milliQ; Control +, veneno de abeja cuantificado por el método de Bradford

(1976).

En la figura 13 se vid la actividad fosfolipidica de la abeja a las 48 horas, en el
caso de los extractos crudos se probaron dos concentraciones diferentes donde
la actividad aumentaba con una mayor concentracidon. Ademads, en EC de mayor
concentracién se ve como empezé a tener actividad a partir de las 6 horas, sin
embargo, en EC de menor concentracion la activida se vié actividad a partir de

las 12 horas.
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Fig. 13: Representacion de la actividad de fosfolipasas. En el eje de coordenadas Y se ve
representado la actividad Pz (mm de pozo/mm de halo) contra el tiempo de medicién. El
control positivo es el veneno de abeja (6.86 pug de proteina), el negativo es el agua desionizada
y las dos diferentes concentraciones de proteinas de extracto crudo (EC) (ug de proteina)
inoculadas en el gel de agarosa.

Analisis de proteinas mediante electroforesis (SDS PAGE).

Para este ensayo, se prepard un gel Tris-HCl de acrilamida al 12%, (Fig. 14) y un
gel Tris-tricina con acrilamida al 16%, donde se corrié una muestra de extracto
crudo para cada uno con una cantidad de proteina de 297.964 ug para el gel al
12% de acrilamida y una cantidad de 148.982 ug para el gel de acrilamida al 16%.
En estos dos geles se observaron bandas de proteinas a diferentes pesos
moleculares, donde en el gel de Tris-tricina se pudo observar una mejor
definicion de bandas incluso hasta pesos moleculares bajos, como las que se
encuentran entre 10 y 5 kDa. Sin embargo, en la figura 14 (a) se puede ver que el
marcador de proteinas solo corri6 hasta 15 kDa y ademds las bandas de
proteinas no quedaron tan definidas como en la figura 14 (b), a pesar de que la
figura 14 (a) tenia una mayor cantidad de proteina y por el aspecto de amplitud
de sus bandas mayor cantidad de sales que la figura 14 (b). Para la figura 14 (a)

se ven bandas muy marcadas entre 100-75 kDa, 50-37 kDa y 20-15 kDa en
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cambio en la figura 14 (b) hay mas bandas marcadas entre 250-100 kDa, 150-100
kDa, en 50 kDa, en 37 kDa, en 25 kDa, entre 25-15 kDa entre 15-10 kDa y entre
10-5 kDa.

kDa
250 20
100 75
75 >0
50 37
25
37
15
20
15 0
5
1 , kba 1.1 2.2

Fig. 14: Electroforesis (a) gel Tris-HCI con acrilamida al 12% carril 1, extracto crudo con una
cantidad de proteina de 297.964 pg; carril 2, estandar de proteinas Precision Plus Protein™
Dual Xtra Standards (Bio-Rad). (b), gel de Tris-tricina con acrilamida al 16%; el carril 1.1,
estandar de proteina Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad); carril 2.2, extracto
crudo con una cantidad de proteina de 148.982 pug. Ambos geles se tifieron con azul de
Coomassie, no obstante la figura (a) esta retocada con un filtro blanco y negro porque se
pueden apreciar mucho mejor las bandas que a en la imagen a color.
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8.3 Pre-purificacion de extracto crudo

8.3.1 Separacidon de proteinas mediante cromatografia liquida de baja presion
(Sephadex G-50 M).

El fraccionamiento de 8 g de extracto crudo, se realiz6 mediante 5 corridas
cromatograficas en una columna de Sephadex G-50 M, donde se usé como

disolvente, acido acético 0.3 M.

En la tabla 8 se muestran los pesos y el volumen de disolucién usado para cada

una de las cromatografias realizadas.

Tabla 8: Extracto crudo purificado en columna de Sephadex G-50 M

Muestra | Peso (g) Volumen de disolucién
(Agua desionizada) (mL).
1 2.5 60
2 1.5 46
3 1.5 36
4 1.5 50
5 1.5 50
6 2.5 60

Se uso un flujo de 2.5 ml/min, se recolectaron fracciones de 17 ml y se leyé a una
longitud de onda de 280 nm.

Para las muestras separadas en columna de exclusién (1, 2, 5y 6) se obtuvieron
tres fracciones. Para las muestras 3 y 4 que solo se obtuvieron dos picos, por lo
anterior, estas se trabajaron de manera independiente. Se puede observar en la
figura 15, uno de los perfiles cromatograficos obtenidos, asi como la manera en
gue se reunieron las fracciones sobre las que se llevaron a cabo los ensayos de

actividad.
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Fig. 15: Cromatograma de Sephadex G-50 M, a una concentracion de extracto crudo de 41.6

mg/ml. Utilizando como disolvente acido acético 0.3M, flujo 2.5 ml/min, fracciones de 17 ml Se
diferencian tres fracciones, donde la elucion de proteinas se monitorea a una longitud de onda
de 280 nm.

Una vez que se separaron las fracciones, se concentraron al vacio a una
temperatura menor de 30°C en un rotaevaporador y se liofilizaron. Las
cantidades y rendimiento de cada fraccién se encuentran en la tabla 9; se tomd
como 100% de muestra 8 g de extracto obteniendo un rendimiento total de
32.2%. También se observa (tabla 9) que la fraccion de mayor rendimiento fue la
Fll, pero debemos tener en cuenta que el organismo presenta una cantidad
considerable de sales, donde acuerdo con el elevado pico de conductividad del
cromatograma (Fig. 15) en la Fll, podriamos suponer que estas se encuentran en

esta fraccion.
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Tabla 9: Peso seco en gramos obtenidos de cada fraccion mediante cromatografia liquida de
baja presion, Sephadex G-50 M, ademads del cdlculo del rendimiento para cada fraccion y el
rendimiento total.

Peso seco (g) Rendimiento (%)
FI 0.6989 8.74
Fil 1.6943 21.18
Fill 0.1882 2.35
Total extracto 2.5814 32.2675
pre-purificado

Cuantificacion de proteinas

Se cuantificé el contenido de proteinas utilizando el método de Bradford (1976).
Donde primeramente se hizo una curva patron con un estandar de albumina de
suero bovino. Obtenida la recta, se hizo una disoluciéon de 50 mg/ml para la Fl y
FIl y de 20 mg/ml para la Flll y se cuantificaron las proteinas. En la tabla 10, se
ven reflejados los mg de proteinas por mg de extracto pre-purificado para cada
una de las fracciones, donde se observa que la Fll es la que presenté menor
concentracién de proteinas por tanto nos da un indicativo mas de la elevada
presencia de sales en esta fraccién en correspondencia con el rendimiento

obtenido (tabla 9).

Tabla 10: Concentracion de proteina (mg) con respecto a mg de extracto de las distintas
fracciones pre-purificadas en Sephadex G-50M. La cuantificacién se realizé con el método de
Bradford (1976).

mg de proteina/mg de DS
extracto
Fl 0.2821 +0.0551
Fl 0.0041 +0.00073
Flll 0.01305 +0.00844
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Ensayo de neurotoxicidad en cangrejos

Al igual que como se hizo con el extracto crudo, después de obtener las
fracciones fue necesario realizar el monitoreo de las sustancias activas con las
fracciones pre-purificadas. Se realizaron pruebas con seis cangrejos de la especie
O. quadrata; a cada organismo se le inyectd una determinada concentracion de
cada una de las fracciones pre-purificadas. En la tabla 11, se describen las
caracteristicas del cangrejo y en la tabla 12 los efectos que presentaron los
cangrejos al inyectar las fracciones. A pesar de que, no es representativo
comprar los efectos que provocaron las toxinas en los cangrejos inyectados con
las diferentes fracciones, debido a que no se inyectd la misma concentracién de
proteina para cada cangrejo, se observd que todos los cangrejos mostraron
efectos de toxicidad al ser inyectados, por tanto, si podemos decir que la toxina

tuvo efecto en los organismos probados.

Tabla 11: Caracteristicas de los cangrejos inyectados con las diferentes fracciones.

Cangrejo FI

Cangrejo 1 Cangrejo 2
Concentracién de extracto (mg/ml) 50 10
Concentracion de proteinas (mg/ml) 14.1074 1.437
Volumen inyectado (pl) 100 150
Cantidad inyectada de proteinas (mg) 1.41074 0.215
ug prot/g de cangrejo 148.4989 21.0703
Sexo Macho Hembra
Peso (g) 9.5 10.23
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Cangrejo FlI

Cangrejo 1 Cangrejo 2
Concentracién de extracto (mg/ml) 50 50
Concentracion de proteinas (mg/ml) 0.2066 0.2931
Volumen inyectado (pl) 50 100
Cantidad inyectada de proteinas (mg) 0.01033 0.02931
ug prot/g de cangrejo 0.4850 3.118
Sexo Macho Hembra
Peso (g) 21.3 9.4
Cangrejo FllI

Cangrejo 1 Cangrejo 2
Concentracién extracto (mg/ml) 20 50
Concentracién de proteinas (mg/ml) 0.2611 0.7324
Volumen inyectado (pl) 100 50
Cantidad inyectada de proteinas(mg) 0.02611 0.03662
ug prot/g de cangrejo 2.3106 3.3291
Sexo Macho Macho
Peso (g) 11.3 11

Tabla 12: Efectos observados en los cangrejos inyectados con las fracciones Fl, Fll y FlII.

Efectos con FI Cangrejo 1 Cangrejo 2
Burbujeo por la v 4
boca

Temblores 4 4
Movimientos X v
descoordinados de

los ojos

Pardlisis X v
Oscurecimiento del v 4
caparazon

Muerte v v
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Efectos con Fli Cangrejo 1 Cangrejo 2
Burbujeo por la v v
boca

Temblores v 4
Movimientos v 4
descoordinados de

los ojos

Paralisis X 4
Oscurecimiento del v X
caparazon

Muerte v 4
Efectos con Flii Cangrejo 1 Cangrejo 2
Burbujeo por la v v
boca

Temblores 4 v
Movimientos v 4
descoordinados de

los ojos

Paralisis v X
Oscurecimiento del X 4
caparazén

Muerte X v

Actividad de fosfolipasas

La actividad de fosfolipasa se realizd para comprobar la presencia de actividad
citolitica en las fracciones pre-purificadas de B.annulata. Para ello, se utilizaron
los geles de agarosa con yema de huevo y se midié el didmetro de los halos de
actividad para asi calcular el Pz (mm pozo/mm halo de actividad) mediante un
programa digital (Image J). Se inoculé un volumen de 20 pul de concentracion de
cada fraccion obtenida. Las mediciones se realizaron a las 3, 6, 12, 24 y 48 horas
después de la aplicacién de las muestras. En la tabla 13 y en la representacion
grafica de la figura 16 se presentan los resultados obtenidos, donde se vio que Fl
y Fll tuvieron actividad, en cambio Flll no mostrd indicios de actividad. Estos
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resultados no son comparables unas fracciones con otras debido a que, la

concentracién de proteinas no es la misma para cada fraccién, por tanto, es un

ensayo que nos permitié ver la actividad fosfolipidica pero no hacer una

comparativa de actividad entre fracciones.

Tabla 13: Resultados de los Pz de actividad de las fosfolipasas calculados a partir de la relacion
del diametro de los pozos (mm) y el diametro de los halos de actividad (mm) para cada una de

las fracciones.

Mg Pz 3h Pz 6h Pz 12h Pz 24h Pz .48h
proteina
*Control + 6.86 0.5547 0.4554 0.3687 0.2751 0.2070
FI(50
mg/ml) 282.148 1 1 1 0.8635 | 0.7946
FII(50
mg/ml) 4.1320 1 1 0.6816 0.4868 0.3834
FINI(20
mg/ml) 5.222 1 1 1 1 1
*Control - 0 1 1 1 1 1

*Control — se usé agua milliQ y para el *control + se usé veneno de abeja previamente
cuantificada con el método de Bradford (1976).
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Fosfolipasas Extracto Pre-purificado
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Fig. 16: Representacion grafica de la actividad fosfolipasa de las fracciones pre-purificadas (Fl,
Fll, Flll) de Bartholomea annulata evaluadas a diferentes tiempos. El control y Flll no tuvieron
actividad por lo que se solapa su representacion.

En la figura 16 observamos que la Fll es la que presenté mayor actividad
comparada con Fl, que tuvo muy poca actividad y Flll que no tuvo actividad.
Esperariamos que Flll no tuviera actividad fosfolipidica, debido a que es una
fraccién con predominacidon de proteinas de bajo peso molecular y donde
podrian encontrarse las neurotoxinas y no citolisinas. Sin embargo, esperariamos
que Fl tuviera mayor actividad que Fll, no obstante la Fll tiene mayor
concentracion de sales que Fl, como se vid en el cromatograma y por tanto,
también podrian tener influencia las sales de esta fracciéon en la actividad

registrada.
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Anilisis de los pesos moleculares de las proteinas mediante electroforesis (SDS-
PAGE)

Para los geles de Tris-HCl con acrilamida al 12% se usé Precision Plus Protein™
Standards Kaleidoscope (Bio-Rad), con rango de peso molecular de 250 a 15 KDa.
Se cargaron en cada gel un volumen de 5 pl de extracto con 70.50 pug en Fly 3.26
pg en Flll de proteina. En los geles que se ven en la figura 17 solamente estan
representadas las fracciones | y IlI; la fraccion Il no quedd suficientemente teiiida

para que se pudieran apreciar las bandas.

En la imagen de la figura 17, observamos que no se obtuvo una buena separacién
cromatografica, debido a que las bandas de (a) y (b) son muy parecidas, se
esperaria que en la Flll las bandas marcadas estuvieran por debajo de 15 kDa y
en la Fl estuvieron por arriba. Se puede ver que las bandas que hay en la figura

17 (a) y (b) son muy

_F Fill
250
150
100
75 250
5 150
100
50
37
15
15
kD
T 326 g *estandar  kDa
*Precision Plus Protein™ Standars

Fig. 17: Gel de poliacrilaimda al 12% teinido con azul de Coomassie (a) Fl (70.54 pg de proteina);
(b) FIll (3.26 pg de proteina). Se utilizé como marcador indicador de los pesos moleculares
Precision Plus Protein™ Standards Kaleidoscope (Bio-Rad).
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8.3.2 Separacion mediante ultrafiltracion

La separacion mediante membranas de corte, como se menciond anteriormente

se realizé por dos métodos diferentes.

DX Membranas Amicon (millipore) con cortes de 10, 5, 3, 1 kDa

Se filtré un total de 8 g de extracto crudo diluido en un volumen de agua milliQ
de 460 ml.

En la tabla 14 se pueden observar los mg de extracto recuperado después de ser
filtrados y liofilizados. Los respectivos rendimientos se calcularon basandonos en
gue el 100% de su rendimiento son los 8 g de extracto crudo que se sometid a la

pre-purificacién.

Tabla 14: Extracto obtenido después de ser ultrafiltrado y sus rendimientos para cada cantidad
obtenida.

Extracto UF* Rendimiento (%)
+10 KDa (mg) 485.9 6.1427
10-5 KDa (mg) 114 1.4412
5-3 KDa (mg) 173.8 2.1972
3-1 KDa (mg) ~42.4 0.5360
<1 KDa (g) 2.0913 26.4380.
Total UF (g) 2.8765 36.3619

*Extracto UF: extracto ultrafiltrado

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion se hizo mediante el método de Bradford (1976), como se
explicd en la metodologia y se usé como estandar serum albuimina bovina (BSA).
Se cuantificaron las proteinas de cada una de las fracciones obtenidas con las
membranas de corte y se calculé el promedio la concentracion de mg de

proteina para cada extracto ultrafiltrado (Tabla 15).
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Tabla 15: Cuantificacion de proteinas de las fracciones obtenidas a partir de las membranas de
corte, mediante el método de Bradford (1976). Relacion mg de proteina por mg de extracto
ultrafiltrado y su desviacion estandar.

mg de Proteina/ mg extracto UF SD
+10 kDa 0.2438 +0.0825
10-5 kDa 0.1812 +0.0667
5-3 kDa 0.2129 10.0951
3-1 kDa 0.0220 +0.0080

Bioensayo de neurotoxicidad en cangrejos

Se recolectaron 4 cangrejos de la especie O. quadrata, y se les inyectd una cierta
cantidad de proteina obtenida de los extractos filtrados (Tabla 16). Los efectos

resgistrados después de la inyeccion se encuentran en la Tabla 17.

Tabla 16: Caracteristicas de cada uno de los cangrejos a los que se le inyecté extracto.

Cangrejo +10 kDa

Concentracién extracto (mg/ml) 14
Concentracién de proteinas (mg/ml) 2.596
Volumen inyectado (pl) 50
Cantidad de proteina inyectada (mg) 0.1298
ug prot/g de cangrejo 7.0162
Sexo Macho
Peso (g) 18.5

Cangrejo 10-5 kDa

Concentracién extracto (mg/ml) 14
Concentracién de proteinas (mg/ml) 2.5371
Volumen inyectado (pl) 50
Cantidad de proteina inyectada (mg) 0.1268
ug prot/g de cangrejo 8.4009
Sexo Macho
Peso (g) 15.1
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Cangrejo 5-3 kDa

Concentracidn extracto (mg/ml) 12
Concentracion de proteinas (mg/ml) 2.555
Volumen inyectado (pl) 50
Cantidad de proteina inyectada (mg) 0.1278
ug prot/g de cangrejo 7.7896
Sexo Macho
Peso (g) 16.4

Cangrejo 3-1 kDa

Concentracién extracto (mg/ml) 14
Concentracién de proteinas (mg/ml) 0.308
Volumen inyectado (pl) 50
Cantidad de proteina inyectada (mg) 0.0154
ug prot/g de cangrejo 2.1096
Sexo Macho
Peso(g) 7.3

Tabla 17: Efectos observados en los cangrejos inyectados con los diferentes extractos
separados por UF.

Efectos Cangrejo Cangrejo Cangrejo Cangrejo
+10 10-5 5-3 3-1

Burbujeo por la v v v v

boca

Temblores v v v v

Movimientos v v v v

descoordinados

de los ojos

Paralisis v v

Oscurecimiento v v v v

del caparazén

Muerte v v v v

Las fracciones que se usaron para inyectar los cangrejos tienen una
concentracion muy parecida de proteinas exceptuando la fraccién de 3-1 kDa, sin
embargo la tabla de comportamiento de cangrejos refleja que todos
indistintamente de la concentraciéon tuvieron los mismos efectos al ser
inyectados, por tanto, todas las fracciones que se probaron fueron activas para
los cangrejos.
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Actividad de fosfolipasas

En la siguiente tabla (Tabla 18) y grafica (Fig. 18) se observan las actividades de
las fosfolipasas, mediante los promedios de Pz con respecto al tiempo de
medicion. Las cantidades usadas son muy similares para cada fraccidon
exceptuando la fraccién 1-3 kDa que tiene una cantidad de proteinas menor, por
tanto no puede haber una comparativa total entre todas las fracciones, pero si se
pudo observar actividad con todas las fracciones. Se vié el mismo Pz medio final
para las fracciones con las cantidades de proteinas similares, es decir +10 kDa,

10-5 kDa y 5-3 kDa.

Tabla 18: Pz medio (mm de pozo/mm de halo) de cada una de los extractos filtrados en funcién
del tiempo a las que se realizaron las mediciones.

Cantidad de

proteina (ug) Pz (3h) |Pz(6h) |Pz(12h) |Pz(24h) Pz (48h)
*Control + 37.04 0.5985 0.4660 | 0.3900 0.2898 0.2285
+10 KDa 51.92 1 1 0.7660 0.5253 0.4493
10-5 KDa 50.742 1 0.9077 | 0.7049 0.5480 0.4519
5-3 KDa 51.1 1 1 0.9163 0.7318 0.4829
3-1 KDa 6.16 1 1 1 1 0.7187
*Control - 0 1 1 1 1 1

*Control +, veneno de abeja; concentracion de proteinas estimada mediante método de
Bradford, 1976. *Control -, agua milliQ.
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Fosfolipasas Extracto Ultrafiltrado
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Fig. 18: Representacion grafica de los Pz promediados a partir de las mediciones de los
diametros de los pozos entre los didmetros de los halos de actividad frente al tiempo.

Analisis de los pesos moleculares de las proteinas mediante electroforesis

(SDS-PAGE).

Se hizo una electroforesis al 12% de acrilamida (Fig. 19) de cada una de las
fracciones obtenidas en la ultrafiltracidon para asi, poder comprobar si se habia
hecho una buena separacién proteica en funcién de su peso molecular. Se
usaron dos estandares diferentes Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ (Bio-
Rad) y Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad) finalmente se hizo

una tincion con azul de comassie.

Los resultados obtenidos que se ven en la figura 19 nos muestran que no se llevd
a cabo una buena separacion, debido a que, el gel nos muestra que en las
fracciones hay bandas en pesos moleculares que no se corresponden y ademas

bandas muy parecidas de una fraccidn a otra.
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Fig. 19: Imagen de un gel de acrilamida al 12%, teiiido con azul de comassie. En el primer carril
se observa el estandar Precision Plus Protein ™Kaleidoscope ™ (Bio-Rad). Los siguientes carriles
muestran las fracciones de +10, 10-5, 5-3 y 3-1 kDa, debajo de cada carril se ve la cantidad de
proteina usada cuantificada por el método de Bradford (1976). Finalmente el ultimo carril
presenta el estandar Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards (Bio-Rad).

8.4 Ensayos electrofisiologicos

Para los ensayos de electrofisiologia en ovocitos se usaron tres diferentes
concentraciones y a partir de esas concentraciones se hicieron diferentes
registros en base al objetivo del estudio. En la siguiente Tabla 19 se pueden ver
las tres concentraciones diferentes que se han usado, a pesar de que cada
fraccion también fue cuantificada mediante el método de Bradford (1970), para

saber la concentracion real de proteina de cada extracto usado.

Tabla 19: Resume las tres diferentes concentraciones totales de los diferentes extractos tanto
pre-purificados como crudo que se han usado en estos ensayos electrofisioldgicos.

Concentracidn Concentracién Concentraciéon
Extracto
crudo
. 5mg/ml 1 mg/ml 0.1 mg/ml
fraccion g/ g/ g/
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<> Ensayos con ovocitos nativos

Uno de los objetivos de este trabajo de investigacién fue comprobar la existencia
de compuestos neurotéxicos, por tanto un primer punto importante fue probar
el efecto que las toxinas (BTxs) provocaban sobre ovocitos que no estaban
inyectados con el ARNm del cerebro. Para ello, se realizaron registros de voltaje
continuo con un potencial de -60 mV (Fig. 20 y 21). Ademas se hizo una
comparacion de la respuesta de las toxinas con los neurotransmisores GABA,
serotonina, ac. glutamico (Glut), acetilcolina (ACh) (Fig. 20 y 22).

La representacion grafica muestra que los ovocitos nativos tuvieron una pequeia
corriente practicamente imperceptible en los registros al perfundir el extracto
crudo vy las fracciones, al igual que la serotonina y la acetilcolina; en cambio, el

ac. glutamico y GABA no mostraron ningun tipo de corriente.

Ovocitos nativos

1.4 -
1.2 -

I (nA)

0.8 -
0.6 -
0.4 -

Fig. 20: Representacion grafica de la actividad media de los ovocitos nativos perfundidos con
extracto crudo y pre-purificado a 0.1 mg/ml con cuatro neurotransmisores agonistas
(serotonina (5HT) 10* M, GABA 10 M, &cido glutdmico 10 M y acetilcolina (ACh) 10™ M),
como medida de control para corroborar la ausencia de efecto en estos ovocitos nativos.
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S0 nA

Fig. 21: Ejemplo de la respuesta de un ovocito no microinyectado con ARNm de cerebro de rata
a un voltaje controlado de -60 mV y perfundido a ARN agregandole extracto crudo a 0.1 mg/ml
correspondiente a una concentracién de proteina de 50 ug de proteina/ml.

A ghavhmics 10-4 M ACH"10-4 M

Fig. 22: Ejemplo de la accién de dos neurotransmisores (ac. glutamico*10™* y ACh*10™®) en
ovocitos nativos a un voltaje controlado de -60 mV.

<> Ensayos con ovocitos microinyectados con ARNm de cerebro de rata.

Una vez que obtuvimos el resultado de los extractos tanto crudo como el de las
fracciones en los ovocitos nativos, el segundo paso fue probar el efecto que
producia el veneno en los ovocitos inyectados con ARNm de cerebro de rata. En
cada caso se realizaron diversos registros a diferentes concentraciones (Tabla
20). Para observar cual era la respuesta de los ovocitos frente al suministro de las

toxinas, se aplicaron dos protocolos diferentes, uno fue el protocolo de voltaje
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continlio a -60 mV y el segundo protocolo fue las curvas |-V a diferentes

potenciales (-100 a +40 mV).

1) Registro con voltaje continuo a — 60 mV

Cada vez que se realizd un registro con los ovocitos microinyectados con RNAm
en voltaje continuo a -60 mV, primero se llevaron a cabo registros con los
neurotransmisores (GABA 10>M, ACh 10™M, é&c. glutdmico 10“*M, SHT 10'4M)
considerados como control positivo. En las figuras 23 y 24 (a,b) se puede
observar las diferentes respuestas de los antagonistas en el ovocito y ver la
diferencia de respuesta que hay entre las figuras (20 y 22) de los ovocitos no

inyectados con los que si estaban inyectados.

5000 - Neurotransmisores

4000 - ]

3000 -
T
— 2000 -

1000 -

I
I I
O T T T 1
GABA 10-3 M Glut 10-4 M ACh10-4 M SHT 10-4 M

Fig. 23: Representacion grafica de los picos de las corrientes promediadas entre todos los
controles positivos registrados
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Fig. 24: Respuesta obtenida de dos de los neurotransmisores probados en los ovocitos
microinyectados en RNAm, a un voltaje continuo de -60 mV. a) acetilcolina a 10> M. b) acido
glutamico a 10> M.

Una vez que se hubo verificado que los ovocitos tenian receptores a GABA, ACh,
5HT y ac. glutdmico considerandolos asi controles positivos, se procedid a
obtener registros de las respuestas de los ovocitos frente al suministro de
veneno aislado de B. annulata.

En primer lugar se le suministré al ovocito extracto crudo (EC) a una
concentraciéon total de 5 mg/ml (Fig. 25). Se observé que las toxinas (BTxs)
provocaban dos tipos de corrientes: la primera corriente lisa que se llamd
corriente lisa entrante (Siw) y la segunda corriente, también entrante, donde se
observaron oscilaciones, que se llamd corriente oscilatoria (losc).
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Extracto crudo Smg/ml

Fig. 25: Registro electrofisiolégico de EC a una concentraciéon total de 5 mg/ml (2.5 mg de
proteina/ml). Se puede ver una linea verde que indica la corriente entrante denominada lisa
(Siw) y con una linea azul se ve marcada la corriente entrante oscilatoria (losc).

Ademas, se obtuvieron registros con las fracciones Fll y 5-3f; solamente se
hicieron pruebas con estas dos fracciones debido a que se usaron las fracciones
con mayor cantidad de extracto, a pesar de que se obtuvieron mas fracciones
de la pre-purificacién como se vera en los siguientes registros.

Como se ve en la figura 26 (a y b) 5-3f siguié el mismo patrén que EC con la
diferencia que el ovocito no se recuperd provocando su deterioro irreversible;
sin embargo, Fll sélo produce la aparicion de una corriente lisa.

HI 5 mg/mi

&

T
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5-3f 5 mg/ml

Musrs del ovacitg

| 20 nd,

104

Fig. 26: Registros de BTx a una concentracion total de 5 mg/ml y a un voltaje continuo -60 mV
a) Fll con una concentracion de proteinas de 1.2 mg/ml b) fraccién 5-3f a una concentraciéon de
2.2 mg de proteina/ml.

Se graficaron los picos de las corrientes tanto lisa (Siw) como oscilatoria (losc) y
también la diferencia porcentual entre Siw e losc que presentaron cada uno de
los extractos que fueron registrados (Fig. 27 y 28). En la grafca 27 se ve como La
corriente oscilatoria (losc) es mayor que la corriente lisa (Siw) para el extracto
crudo y la fracciéon ultrafiltrada (5-3f) en cambio, para Fll solo tuvo lugar la
corriente lisa.

Efecto de BTxs en ovocitos inyectados

2000 -~
1600 -
1200 -

800 - H Siw (nA)
I(nA)
400 - H losc (nA)

0 |

EC Fll 5-3f
BTxs (5 mg/ml)

Fig. 27: En esta grafica se muestran los diferentes picos de corriente medidos en (nA)
provocada por los tres extractos a 5mg/ml y una concentraciéon de proteina de 2.5 mg/ml de
extracto para EC, 1.2 mg proteina/ml de extracto para Fll y 2.2 mg de proteina/ml de extracto
para la fraccién 5-3.
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Diferencia porcentual entre
Siw e losc

100%
80%
60%
40%
20%

0%

M losc (%)

mSiw (%)

EC Fll 5-3f
BTxs (5 mg/ml)

Fig. 28: Grafica donde se observa la diferencia de porcentaje de los dos tipos de corrientes
diferentes identificadas en los registros.

Una vez que se realizaron los registros a una concentracién de extracto elevada
(5 mg/ml) se considerd disminuir las concentraciones a 1 mg/mly a 0.1 mg/ml
para ver como respondian los ovocitos lasa BTxs. En este caso, a diferencia del
anterior si se comprobé el efecto para el extracto crudo y para cada una de las
fracciones obtenidas tanto por cromatografia de exclusion molecular como por
ultrafiltracién.

Al igual que en los registros anteriores, primeramente se observd cual era la
respuesta de los ovocitos con EC (Fig. 29 a y b), donde se observaron las mismas
corrientes que en el registro de la figura 25, una corriente lisa entrante y otra
corriente entrante oscilatoria.

Extracto crudo 1 mg/mi

Siw

200 nA,

losc
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Extracto crudo 0.1 mg/mi

Fig. 29: Registros del efecto del EC a un voltaje continuo de -60 mV, donde en cada caso se
observa el mismo patrén de una corriente lisa (Siw) y una oscilatoria (losc). En el registro a) la
concentracién es de 1 mg/ml (500 pg de proteina/ml) y en el registro b) la concentracion es de
0.1 mg/ml (50 ug de proteina/ml).

Después del extracto crudo se probaron las fracciones obtenidas mediante
cromatografia liquida y las que se obtuvieron por ultrafiltracién. Todas estas
fracciones provocaron la misma respuesta en el ovocito que la que provocé el
EC. Se diferenci6 la corriente lisa y la corriente oscilatoria, sin embargo, como se
muestra en la grafica de la figura 30 (a y b), la Flll obtenida con Sephadex G-50
M, fue la que provocéd mayores picos de corriente oscilatoria; en el ovocito
siendo la que tiene una menor concentracién de proteinas (como se puede ver
en la tabla 20 de la concentracidén de proteinas).

Tabla 20: Resumen de la concentracion de proteina que presenta cada uno de los extractos
usados en el registro, que corresponde a una concentracién total de 1 mg/ml.

BTxs ug de proteina/ml
Extracto crudo 500
Fll 240
Flll 165
+10f 721.5
10-5f 450
5-3f 440
3-1f 547
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Efecto de BTxs en ovocitos inyectados

3000 -
2500 -
2000 -

I (nA) 1500 - B Siw (nA)

1000 - M losc (nA)
500 -

EC Fll Flll +10f 10-5f 5-3f 3-1f

BTxs (1mg/ml) a

750 -
600 -

450 +
I (nA) m Siw (nA)

300 + M losc (nA)

150 +

EC Fll Fll +10f 10-5f 5-3f 3-1f

BTxs (0.1 mg/ml)

Fig. 30: Se graficaron los picos de corrientes obtenidos en las respuestas de los ovocitos frente
al suministro de BTxs en fracciones y en extracto crudo. En la grafica a) la concentracion total
es de 1 mg/mly en la gréfica b) la concentracion es de 0.1 mg/ml; en la tabla 20 se puede ver la
concentracion real de proteinas que tiene cada una de las fracciones y el extracto crudo.

En la figura 31 (a, b, ¢, d) se pueden ver algunos ejemplos de los registros que se
obtuvieron a partir de algunas de las fracciones.
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a-3f 1 mg/mi

Fig. 31: Ejemplo de algunos de los registros obtenidos a voltaje continuo de -60 mV. La imagen
a) y b) son algunos de los registros de la respuesta del ovocito sometido a Flll a dos diferentes
concentraciones, 1 mg/ml (165 pg de proteina/ml) y 0.1 mg/ml (16.5 ug de proteina/ml). En la
imagen c) se puede ver uno de los registros de Fll a una concentracion total de 1 mg/ml (24 ug
de proteina/ml); finalmente la imagen d) es un registro de la fraccion 5-3f a una concentracion
de 1 mg/ml a una concentracion (440 pg de proteina/ml).

En los registros se ve que la Flll es la que obtuvo mayor respuesta de corriente
oscilatoria incluso mayor a la que se vio en los registros de extracto crudo.

Ademas, se graficd la diferencia porcentual entre Siw e losc, obtenidas en las dos
concentraciones diferentes que se probaron tanto de EC como de las fracciones.
En estas se pudo observar que la FIl también obtenida por Sephadex G-50 M
presenta un porcentaje de corriente entrante lisa mayor a las demas fracciones,
a pesar de no ser la mas potente (Fig. 32 ay b).

Diferencia porcentual entre
Siw e losc

100% -
80% -
60% 1 W losc (%)
40% -
20% -
0% -

B Siw (%)

EC Fll Fill - +10f 10-5f 5-3f 3-1f

BTxs (1 mg/ml)
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100% -

80% -
60% -
W losc (%)
40% -
W Siw (%)
20% -
0% -
EC Fll Flll +10f 10-5f 5-3f 3-if
BTxs (0.1 mg/ml) b

Fig. 32: Graficsa representativas de la diferencia porcentual entre Siw e losc obtenida en los
registros de extracto crudo y pre-purificado a) concentracién total de 1 mg/ml b) concentracién

total de 0.1 mg/ml.

Para distinguir las dos corrientes generadas lo que se hizo fue inyectar los
ovocitos con 4cido etilenglicol tetraacético (EGTA), el cual funcioné como agente
guelante cumpliendo con la funcién de inhibir la corriente oscilatoria; debido a
que ésta posiblemente fuera generada a través de la liberacién de los iones
calcio intracelular activando subsecuentemente a los canales i6nicos de CI°

dependientes del Ca’* en la membrana del ovocito.

El registro se hizo con el mismo procedimiento que en los registros anteriores, a
un voltaje de -60 mV continuo y con los mismos neurotransmisores mencionados
anteriormente (Fig. 33 a) como controles positivos, todas las fracciones vy
extracto crudo también mencionados en los registros anteriores a una
concentracién total 0.1 mg/ml; las concentraciones de proteinas se encuentran
en la tabla 20. En las imagenes de la figura 33 b y ¢ se puede ver el comparativo
de la corriente que provocan las BTxs del extracto crudo en el mismo ovocito

antes de ser inyectado y después de ser inyectado con EGTA.
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GABA™0-3 M ac. glutamico™0-4 M

EC 0.1 mg/m
EC 0.1 mg/ml + EGTA

s

I 0.1 mg/mi

S0 nA
10s

Fig. 33: En el registro a) se ven los neurotransmisores los cuales los ovocitos respondieron a
ellos. En el registro b), se puede observar el mismo ovocito antes de ser inyectado y después de
ser inyectado con EGTA con la misma concentracion de EC a 0.1 mg/ml (49.9 pg de
proteina/ml). En la imagen del registro c) se puede ver el efecto de la Fll a 0.1 mg/ml (23.6 pg

de proteina/ml) en el ovocito inyectado con EGTA.
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Finalmente en la grafica 34 a y b se representaron los picos de corriente lisa para

los neurotransmisores y cada una de las fracciones.

Neurotransmisores+ EGTA

750 -
600 - {
_ 450 -
<
£
~ 300 -
150 - a
I
0 T T T 1
GABA 10-3M Glut 10-4M ACh 10-4M S5HT 10-4M
Corriente Siw (nA)
40 -
30 -
I1(nA) 20 -
10 -
b
O = T T T T T T
EC Fll FIlL +10f 10-5f 5-3f  3-1f

Extracto de BTxs (0.1 mg/ml)

Fig. 34: Representacion grafica de los picos de corriente medidos en los registros de los
controles positivos (a) y en las diferentes fracciones y extracto crudo (b) a una concentracion
de 0.1 mg/ml.

La grafica de la figura 34 presenta el EC y otras fracciones con barra de error
estdndar con una n=3, sin embargo, hay tres columnas que no presentan barra
de error, debido a que solo se hizo una vez y por tanto, no son represntativas a
diferencia de las otras.
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Para finalizar con el protocolo de voltaje continuo a -60 mV, se quiso probar la
naturaleza quimica de la proteina de cada uno de los extractos obtenidos en
cromatografia, ultrafiltracién y extracto crudo; se llevaron a ebullicion las
diferentes muestras a 98 °C durante 45 y 90 min. La cantidad de extracto que se
uso fue de 1mg/ml para cada una de las fracciones probadas (Fig. 35); para saber

la concentracién de proteina véase la tabla 20.

Respuesta de los ovocitos de BTxs en
ebullicion 45 min

6000 -
4500 -
m Siw (nA
M losc (nA)
1500 -
0 .
EC Fll Flll +10f 5-3f 3-1f a

Extractos de BTxs (1 mg/ml)
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Respuesta del ovocito a BTxs en ebullicidn

90 min
900 -

750 -
600 -

450 -
H Siw (nA)
300 -
M losc (nA)

150 -

EC Fll Flll +10f 5-3f 3-1f

Extracto de BTxs (1 mg/ml)

Fig. 35: Estas graficas muestran los picos de corrientes que se midieron en los registros, con
cada uno de los extractos de BTxs llevados a un punto de ebullicion de 98 °C durante 45 min a)

y a90 min b).

A pesar de este tratamiento, se siguieron observando dos tipos de corrientes lisa
y oscilatoria (Fig. 35 a y b). Sin embargo se observd una disminucion de la
corriente lisa (Siw) exceptuando la fraccién Il donde se pudo observar que la
corriente lisa era mas notoria que en los demas registros ya que. La diferencia
porcentual entre Siw e losc (Fig. 36 a y b) muestra que las BTxs de la Fll tiene un
porcentaje mayor de corriente lisa y frente a las demas fracciones. También se
puede observar una disminucion de pico de corriente oscilatoria en la fraccién

Flll para el extracto que fue llevado a ebullicion durante 90 minutos.
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Diferencia porcentual entre Siw e losc
de extractos en ebullicion 45 min

100% -
80%
60%
B losc (nA)
40% B Siw (nA)
20%
0% -

Flll +10f 5-3f

1(nA)

Extracto de BTxs (1 mg/ml)

Diferencia porcentual entre Siw e losc
de extractos en ebullicion 90 min

100% -
80%
60%
40% M losc
M Siw
20%
0% -

Flll +10f 5-3

1(nA)

Extracto de BTxs (1 mg/ml) b

Fig. 36: Grafica representativa de la diferencia porcentual entre Siw e losc obtenida en los

registros de extractos llevados a ebullicion durante 45 min a) y 90 minutos b) a 98 °C.

En la figura 37 a y b hay algunos ejemplos de registros obtenidos con los

extractos de BTxs llevados a ebullicién 45 minutos y a 90 minutos.
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EC 1 mg/ml hervido 45 min.

1000 nA,

5-3f 1 mg/ml hervido 80 min

Fig. 37: Imagen de dos registros obtenidos en voltaje continuo (-60 mV). a) extracto crudo en
ebullicién durante 45 minutos a una concentracion total de 1 mg/ml (499.2 ug de proteina/ml)
b) fraccidn ultrafiltrada 5-3f en ebullicion durante 90 min a concentracién de 1 mg/ml (440.3 ug
de proteina/ml). Los dos extractos fueron llevados al mismo punto de ebullicién, 98 °C.

2) Curvas I-V

El otro protocolo que se aplicé fue el de curvas I-V, con la finalidad de poder
relacionar el cambio de conductancia de la corriente principalmente lisa y
ademas relacionarlo con el posible bloqueo de canales de Na® también
observado en los registros I-V.

Se aplicaron pulsos de -100 a +40 mV (en incrementos de 20 mV) en ovocitos
controlados a -100 mV.

Lo primero que se hizo fue graficar la relacidon corriente-voltaje de cada uno de
los resultados de los registros de BTxs de los diferentes extractos con el fin de
poder analizar mejor la corriente Siw. Para ello, primero se midieron las
corrientes para cada voltaje antes de ser aplicadas las toxinas cuando la
membrana no sufre ningln estimulo (control), luego se midi6é el pico de las
corrientes para cada voltaje mientras fueron aplicadas las BTxs; finalmente se

resta la corriente que generan BTxs del control para asi poder discernir los

95



cambios provocados por las toxinas. En las siguientes graficas |-V se pueden ver
las corrientes provocadas por las BTxs de los diferentes extractos a una
concentracién de 0.1 mg/ml (Fig. 38 a), las respuestas de los ovocitos cuando
fueron inyectados con EGTA (Fig. 39 a y b) y por ultimo las corrientes de los
extractos (1mg/ml) que fueron llevados a ebullicion durante 45 min a 98°C (Fig.
40).

En la figura 38, lo que se hizo fue aislar las tres curvas |-V (Fig. 38 b, c y d) mas
importantes y se colocaron por separado para tener una mejor observacién de la
corriente que produjo cada una de las BTxs de los diferentes extractos. Se
consideraron importantes el EC, la Flll (debido a que en todas las
representaciones graficas se observé que fue la que provocd mayor corriente
oscilatoria) y la Fll, que fue la que tuvo mayor corriente lisa a pesar de no ser la

fraccion con mas potencia.

Curvas I-V BTxs

1 BTxs (nA)

4000 —

=—=EC
== FI|
==e=FIl|
=>=+10f

—=¥=5-3f
= =@=3-1f

96



Curva |-V EC
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-3000
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Curva I-V FllI | BTxs (nA)

6000 -

4000 -

2000 -
V (mV) o

aw0—f—JsoF—F 0

-2000

-4000 d

Fig. 38: En la grafica (a) se representaron todas las curvas |-V, haciendo una comparacion del
efecto de las toxinas de cada extracto crudo o fraccién a una concentracidn total de 0.1 mg/ml.
Se muestra individualmente las curvas del EC (b), la fraccién Il (c) que es la fraccién con mayor
lisa (Siw) en los registros de voltaje continuo y la fraccidn Il (d) que es la mas potente y ademas

la que tiene mayor corriente oscilatoria (losc) en los registros de voltaje continuo a -60 mV.

En la Fig. 39 se muestra las curvas |-V de los ovocitos que fueron inyectados con
EGTA; la curva del EC esta separada de las demds fracciones, debido a que, se
usaron diferentes concentraciones. Para el extracto crudo se usé 1 mg/ml y para
las demas fracciones se usé 0.1 mg/ml. La funcién del EGTA fue comprobar que
la corriente losc era provocada por la liberacion de calcio intracelular relacionada

con los canales de Cl dependientes de Ca*.
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Curva |-V EC + EGTA

350

| BTxs (nA)

-400 a

Curvas I-V BTxs + EGTA I BTxs (nA)
90

== Fl|
== FIl|
| == +10f

50 =0—10-5f
=ie=5-3f
=@ 3-1f

90 - b

Fig. 39: En la grafica a) se representd la corriente que produjeron las BTxs del EC, a una
concentracion de 1 mg/ml, en un ovocito inyectado con EGTA. En b) se graficé el efecto,
también en un ovocito inyectado con EGTA, de las toxinas de cada una de las fracciones a una

concentracién de 0.1 mg/ml.
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Por ultimo se representaron graficamente las corrientes que provocaron las BTxs
de los extractos tanto fraccionados como crudo hervido con una concentracién
de 1 mg/ml durante 45 min a una temperatura de 98°C. Estos tratamientos nos

sirvieron para saber un poco mas de la naturaleza quimica de estas toxinas.

Curvas I-V BTxs hervidas

I BTxs (nA)
4000 -

=—EC
== Fll|
== F|l|
== +10f
== 5-3f
=0-3-1f

50

-2000

Fig. 40: Representacion grafica de las corrientes provocadas por BTxs en ebullicion durante 45

min a una concentracién de 1 mg/ml.

Con este protocolo observamos también un posible bloqueo de Na® que
provocaron las toxinas. Esta también se registré para cada una de los extractos
fraccionados como el extracto crudo. En la grafica de la figura 40, se ve una
representacion del cambio de conductancia cuando BTxs bloquean el canal de

sodio, para ello nos basamos en la Flll.
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Curva l-V Na+ I BTx (nA)

0.5

-100 -50

- INaCNT
-© INaBTxFIl

Fig. 41: Representacion grafica corriente-voltaje para observar el efecto sobre la corriente de

sodio contro (INa CNT) provocada por las BTx de la FlIl.

A partir de los registros y los picos de corriente del sodio calculamos el
porcentaje de bloqueo que provocaron las BTxs de cada uno de los extractos (Fig.

41)

Bloqueo de Canales de Na*

100 -
aa

o 80 - BS
] -
S
T 60 - {‘
o
o
o 240 -
o
X 20 -
0 T T T T T T 1

EC Fll Flll +10f  10-5f 5-3f 3-1f

Extracto de BTxs 0.1 mg/ml

Fig. 42: Representacion del bloqueo de los canales de sodio para los diferentes extractos
obtenidos de Bartholomea annulata a 0.1 mg/ml.
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En las figuras 43 y 44 se pueden observar algunos de los registros que se
obtuvieron con diferentes extractos. El de la fraccidon Il es el registro que

representa la grafica de la curva |-V en la figura 41.

I8

Control RN EC 0.1 mg/ml Lavado RN

200 n&
B

Fig. 43: Ejemplo de uno de los registros de bloqueo de los canales de Na* con extracto crudo a
0.1 mg/ml (concentracion de proteina 49.9 pug/ml de extracto). Se observan tres picos de
intensidad de corriente (I (nA)) diferentes, el primero es el considerado como control
perfundido con Ringer Normal, el segundo pico donde se observa el bloqueo del canal de sodio
por el efecto del extracto crudo y por ultimo el pico de recuperacion y lavado con RN.

\ﬂ"“ ——J \f Flll 0. 1f;~fml -,lf

Control RN Lavado RN

Fig. 44: Ejemplo de uno de los registros donde se observé bloqueo de los canales de Na* con la
fraccién Flll obtenida por Sephadex G-50 a 0.1 mg/ml con una concentracién de 17.5 pg de
proteina/ml de extracto.

Este mismo protocolo de curvas |-V se aplicé para las muestras de los diferentes
extractos que fueron hervidas durante 45 min a 1 mg/ml.

En la figura 45 se representd el porcentaje de bloqueo de los canales de Na* que
se obtuvo a partir del suministro de los extractos pre-purificados, ultrafiltrados y

crudo en ebullicién.

102



Bloqueo de los Canales de Sodio

100 -

80 -

60 -

% bloqueo

20 -

EC Fll Flll +10f 5-10f 3-1f
BTxs hervido 45 min (1 mg/ml)

Fig. 45: Grafica donde se representa el porcentaje de capacidad de bloqueo de Na, que tuvieron
los diferentes extractos en ebullicion durante 45 min.

En la grafica no se representd el error estdndar como en las anteriores, debido a
gue este protocolo con las muestras hervidas durante 45 min solo se aplicé una
vez a diferencia de los demds casos que se realizo por triplicado.

En la figura 46 se puede ver un ejemplo de uno de los registros que se
obtuvieron cuando se aplicé el protocolo |-V para poder comprobar que ademas
de tener efecto a un voltaje fijo de -60 mV mostrando los dos tipos de corrientes,

también se quiso comprobar si tenia la capacidad de bloquear los canales de Na*.

T e

Control RN 3-1f 1 mg/mi Lavado RN
herido 45 min

Fig.46: Ejemplo de uno de los registros donde se aplicé el protocolo I-V para comprobar la
efectividad del bloqueo de los canales de Sodio con extracto (3-1 f) hervido durante 45 min.
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8.5 Ensayo hemolitico

El ensayo hemolitico se realizé con extracto crudo y con las fracciones obtenidas
de Sephadex G-50 M y con las de ultrafiltracién. Ademds se hirvieron las
fracciones +10f y la de 10-5f a 95 °C durante 20 min, con el fin de observar si los
proteinas de mayor peso molecular eran menos termostables que las proteinas
de menor peso molecular. Este experimento nos permitié mostrar que el veneno
de B. annulata producia hemolisis en los eritrocitos de sangre humana. En la
siguiente imagen (Fig. 47) se observa el porcentaje de hemdlisis comparados con
un control negativo (Alsever + eritrocitos) y un control positivo (H,O +
eritrocitos).

En la Fig. 47 se observa que ninguno de las fracciones ni el EC producen el 50%
de hemdlisis. Las fracciones UF tienen porcentajes similares y se ve como las
fracciones UF que fueron llevadas a ebullicion disminuye su actividad hemolitica.
Por otra parte las fracciones obtenidas con Sephadex G-50 M tienen un patrén
mas coherente, debido a que Fll tiene mayor actividad hemolitica que Flll, ya que
consideramos que en Flll las toxinas tuvieron un efecto mds parecido al

neurotéxico que al citolitico.

100

wu1
o

% de hemoalisis

Fig 47: Porcentaje de hemdlisis provocado en los eritrocitos de humano tratados con: el
extracto crudo (124.8 ug), las muestras pre-purificadas sin hervir (+10f (36.07 pg); 10-5f (22.5
ug); 5-3f (22.01 ug); 3-1f (27.33 ug); Fll (16.5 ug) y Flll (16.5 pg)) y las muestras pre-purificadas
hervidas durante 20 min a 95 °C (+10f H (36.07 pug) y 10-5f (22.5 pug)).
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9 Discusion

Identificacion de cnidocistos

Una caracteristica del phylum cnidaria es la presencia de unos organulos
urticantes llamados nematocistos dentro de células especializadas denominados
cnidocistos. Existe una gran variedad de tipos morfolégicos de cnidocistos que
sirve como un elemento para la clasificacién taxonédmica de estos organismos
Gonzalez-Muioz, (2009) y Sanchez-Rodriguez y colaboradores (2006 b). En el
presente trabajo se identificaron los diferentes tipos de cnidocistos que, que
permitieron confirmar la identidad de la anémona B. annulata. Tres de los cuatro
tipos de cnidocistos identificados, estan clasificados en la subcategoria de
nematocistos que son, basitrichous isorhizas, microbasico p-mastigoforo y
microbasico amastigoforo y un tipo esta clasificado en la subcategoria de
espirocisto, tal y como los clasificé Sdnchez-Rodriguez y colaboradores en el 2006
(Sdnchez-Rodriguez et al. 2006 b). Obtener informacion bibliografica del
organismo identificando acerca de los compuestos quimicos que presenta el
organismo de estudio, puede ayudar a realizar un buen esquema de separacién

de metabolitos (Houssen & Jaspars, 2005)

Por otro lado, varias metodologias se han ensayado para lograr la descarga de los
nematocistos; uno de los mas sencillos y relativamente efectivo es el de
congelacion y descongelacién de la anémona en agua desionizada (Kem et al,
1989 y Sanchez-Rodriguez et al., 2006 b). En este trabajo se usd dicha
metodologia con una subsecuente maceracién y sonicacidén, que optimizaron las

descargas.

Rendimiento

Los inconvenientes que tiene el estudio de compuestos bioactivos en organismos
marinos, es el bajo rendimiento que suelen proporcionar y la complejidad de su

estructura molecular (Faulkner, 2000).
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Para que se pueda obtener una cantidad de compuestos adecuada para estudios
farmacoldgicos, es necesario recolectar un nimero considerable de organismos.
Esto es debido a que contienen un porcentaje de agua alrededor del 90%, si no
se pueden extraer mds de 100 g de la especie que se va a estudiar es un
indicativo de la dificultad de extraccion de la especie y en consecuencia de la
dificultad de obtener una cantidad importante de compuesto (Faulkner, 2000).
Un ejemplo es el caso de la esponja localizada en Sudafrica, Spirastrella
spinispirulifera donde para conseguir el aislamiento de 10.7 mg de un compuesto
antitumoral se necesitaron 2.5 toneladas de la esponja (Houssen & Jaspars,
2005).

La dificultad de sintesis de estos compuestos, como ya se menciond
anteriormente, los PNM suelen ser muy complejos donde implica muchos pasos
para poder realizar su sintesis. Ademas, la extraccién de grandes cantidades de
organismos no solo afecta al ambito econdmico sino que también puede
provocar un impacto ambiental y desequilibrio en el sistema marino.

Para el caso de B. annulata, a partir de una muestra de 83 ejemplares, se
determind que esta especie tiene un rendimiento de extracto crudo de 8.13% en
peso seco, considerando que un cnidario en promedio estd formado por
aproximadamente un 90-95% de agua aproximadamente, nos indica que el
rendimiento de esta especie no es bajo el rendimiento, ya que se estima que el
rendimiento del extracto crudo suele estar en un 10%.

Otro inconveniente es la abundancia de sales que pueden afectar los procesos de
separacion y disminuir el rendimiento (Houssen & Jaspars, 2005). Por un lado la
metodologia de ultrafiltracion que se obtuvo un rendimiento total de extracto
del 15% descartando la fracciéon menor a 1 kDa, por tanto si se tiene en cuenta
que las sales se encuentran en pesos moleculares bajos (menor a 1 kDa), mas del
50% que se perdid de la muestra podrian ser sales.

Por otro lado, en la separacién con Sephadex G-50 M la Fll es donde se obtuvo
mayor rendimiento de todas las fracciones obtenidas por este método (Tabla 9);
sin embargo, en el cromatograma se observé que la mayor conductividad se
encontrdé en esta misma fracciéon (figura 15), lo que sugirio ser una fraccion rica

en sales.
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Finalmente, el rendimiento obtenido por cromatografia de exclusion molecular y
por ultrafiltracién con membranas fue practicamente el mismos, siendo 0.1%

mayor el obtenido por ultrafiltraciéon que la cromatografia con Sephadex G-50 M.

Neurotoxicidad

Béress y Zwick, (1980) en Sanchez-Rodriguez & Cruz-Vazquez (2006),
estandarizaron el método para caracterizar la actividad bioldgica y los efectos
fisioldgicos que las neurotoxinas pueden producir, mediante la inyeccién en
cangrejos. En el aflo 2001 Bruhn y colaboradores reportaron que Anthopleura
elegantissima tuvo efectos toxicos en cangrejos de la especie Carcinus maenas.
En este trabajo también se hicieron bioensayos en cangrejos de la especie O.
quadrata, donde se inyectd tanto extracto crudo como las diferentes fracciones
obtenidas en la separacién cromatografica por exclusién molecular asi como el
extracto obtenido por ultrafiltracion. Este tipo de bioensayo también es
reportado en Sanchez-Rodriguez et al., (1996; 2005; 2006), donde también
hicieron ensayos de neurotoxicidad en O. quadrata, tanto con extracto crudo
como con fracciones activas obtenidas.

En el caso del presente estudio con B.annulata, 3 ug de proteina por gramo de
cangrejo, fue la cantidad suficiente para poder ver el efecto neurotdxico, sin
embargo, en otro trabajo de Sanchez-Rodriguez y colaboradores (2006 b), se
reporté que para B. annulata se usé una cantidad de 15 pg por cada organismo
para ver la actividad, por lo tantd se usé mas extracto para ver el efecto en los
cangrejos que en este estudio. Ademas se hizo un ensayo de neurotoxicidad con
tilapias con esta misma anémona donde la dosis letal media fue de 104 mg de
proteina/Kg de organismo.

También se hicieron pruebas con las fracciones que fueron pre-purificadas por
medio de cromatografia de filtracién en gel, en Sephadex G-50 M (FI, FIl y Flll),
para comprobar en cudl de ellas se encontraba la actividad. Se observoé que en Fll
una concentracidon de 0.5 ug por gramo de cangrejo fue suficiente para tener
efecto en el cangrejo inyectado, en cambio, la fraccidén Fl y Flll se usaron unas

concentraciones mayores de proteina (21 pg de proteina/g de cangrejoy 3.3 pg

107



de proteina/g de cangrejo respectivamente) para que se pudiera observar un
posible comportamiento neurotéxico. La FllIl mostré efecto pero el cangrejo no
murid, pudiéndonos indicar la ausencia de citolisinas, ya que si estas hubieran
estado presentes el cangrejo habria muerto por efecto membranolitico.

Para el extracto filtrado con las membranas se observa actividad en un rango de
entre 8-2 ug de proteina por gramo de cangrejo.

Se realizd un andlisis de diseccién en los cangrejos inyectados con las fracciones
ultrafiltradas, para observar los tejidos internos. Se vio que con los extractos de
mas de 10 y entre 10 y 5 kDa los organismos estaban degradados, donde se
asume la presencia de posibles compuestos citoliticos, en cambio para los
cangrejos inyectados con extracto de 5-3 y 3-1 kDa al abrirlos se vio que los
drganos estaban practicamente intactos, lo que pdoria sugerir la presencia de

compuestos con actividad neurotdxicas.

No se puede hacer una comparativa de la potencia de las fracciones que se
inyectaron en los organismos, debido a que las concentraciones de las fracciones
de Sephadex G-50 no son las mismas que las concentraciones de las fracciones

obtenidas por ultrafiltracién, pero si todas las fracciones mostraron actividad

Fosfolipasas

Los ensayos de actividad de fosfolipasas se hicieron para todos los tipos de
extractos obtenidos hasta ahora. En la figura 13 se ve la actividad de extracto
crudo, donde se observd que ésta empezd después de las 6 horas en el extracto
de mayor concentracién y a las 12 horas el de menor, indicando que en este caso
la actividad es dependiente de la concentracion, cuando mayor concentracién
menor es Pz. El Pz marca la actividad de forma descendente cuanto menor sea el
Pz mayor es la actividad.

En el caso de las fracciones obtenidas por Sephadex G-50 M, como se muestra en
la figura 16, la Fll, empezd a aumentar su actividad transcurridas las 6 horas, la Fl

también muestra actividad mas tardia después de las 12 horas y la Flll no mostré
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actividad la cual en la grafica se ve solapada con el blanco. Podriamos considerar
que la razén de que Flll no tuviera actividad en fosfolipasas, es porque, contiene
proteinas de pequefio peso molecular, donde segin Norton (2009) y Honma &
Shiomi (2006) clasificaron estas toxinas como neurotdxicas que pueden afectar
tanto, canales de sodio como de potasio dependientes del voltaje y no citoliticas.
Para las fracciones separadas por ultrafiltracién, en la figura 18 se vio como todas
las fracciones presentaron actividad, donde 10-5f mostré el crecimiento de los
halos las primeras 3horas. Pasadas 48 horas el extracto de + 10f KDa y el de 10-5f
KDa se juntan en un mismo punto donde la actividad termind siendo muy
parecida para las fracciones +10f, 10-5f y 5-3f KDa.

Otro caso es el de 3-1 KDa, donde solo mostrd una ligera actividad a las 48 horas
y no en las primeras horas.

A diferencia de lo que se observd en los cangrejos de la ausencia de actividad
citolitica en los extractos (5-3 y 3-1 KDa) cuando los cangrejos fueron
diseccionados, en este ensayo se muestra que si hay presencia de fosfolipasas, se
puede esperar que la concentracién no sea tan elevada como en las demas
extractos de pesos moleculares altos y por eso no se vio el efecto
membranolitico en los érganos de los organismos. Asumiendo que las citolisinas
como las clasificé Norton (2009) son de elevados pesos moleculares.

En estos ensayos, al igual que el caso anterior con la prueba de actividad
bioldgica en cangrejos, tampoco se puede hacer una comparacién de cual es la
fraccién que tiene mayor actividad, debido a que las concentraciones de
proteinas utilizadas para este experimento no fueron las mismas para todas las

fracciones y por tanto, no seria representativo compararlas.

Geles SDS.PAGE

Los geles SDS-PAGE tanto de tricina como de glicina o conocido cominmente
como Laemmli SDS-PAGE cubren un rango de peso molecular de 500-1KDa.
Segun Schéagger (2009), reporté que los geles de Laemmli SDS-PAGE son éptimos
para proteinas con pesos moleculares mayores a 30 KDa y para pesos

moleculares de menos de 30 KDa los geles de Tricina SDS-PAGE. En este caso se
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vio como en el gel de tricina las bandas moleculares de bajo peso quedaron
marcadas a diferencia de los geles de glicina, donde en las figuras 14 (a) y 17 se
observa que los dos estandares usados se marcaron hasta un peso molecular de
15 KDa y las bandas de las proteinas tanto de extracto crudo como de las
fracciones son mas intensas por encima de los 15 KDa. Esto se debe a que el
limite de apilamiento en el sistema de Laemmli es demasiado alto y la proteina
de bajo peso molecular aparece mas bien como una mancha cerca del gel que no
es posible distinguir (Shagger, 2009).

En los geles SDS-PAGE de la figura 14 (a) se ven bandas en los pesos moleculares
entre 150-100, 75,75-50, 50, 50-37, 37-20 KDa y ligeramente se observan bandas
por debajo de los 15 KDa. En el afio 2001 Sanchez-Rodriguez & Lucio-Martinez
reportaron bandas visibles en pesos moleculares de 34,48 y 90-200 KDa, para la
especie Pelagia noctiluca. Para Carybdea marsupialis Sanchez-Rodriguez y
colaboradores (2006) publicaron los pesos moleculares del extracto crudo de
este cnidario perteneciente a la clase cubozoa obtenidos mediante electroforesis
SDS-PAGE (Laemmli, 1970) al 12%, de 220, 97, 66, 45, 31, 31-20, 20, 20-14 y
menos de 14 KDa. Donde supusieron que la actividad hemolitica del veneno de
los nematocistos en los gldbulos rojos de oveja fue por causa de las proteinas
marcadas entre 102 y 107 KDa.

Cabe decir que a pesar de tratarse de una comparacion entre una anémona y dos
especies de medusa hay rangos de peso moleculares que coinciden con B.
annulata.

Debido a que en este trabajo el objetivo es la neurotoxicidad y como describié
Norton (2009), las proteinas dependientes del voltaje de Na* y K* se encuentran
en rangos de bajo peso molecular, se hizo un gel de tricina a un porcentaje del
16%. Estos geles cubren rangos de pesos moleculares de 1-100 KDa ofreciendo
una alta resolucién especialmente para las proteinas o péptidos de rangos
moleculares bajos, a causa de que una concentracidn menor de acrilamida usada
en los geles facilitan el corrimiento del contenido proteico.

Las bandas vistas en la figura 14 (b) son entre 250-100, 75-50, 37, 25, 25-15, 15-
10, 10-5 y 5, lo cual se puede suponer que en alguna de estas bandas de bajo

peso molecular podrian encontrarse las neurotoxinas que se quiere estudiar.
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Ademas, los geles de glicina que se hicieron para las fracciones de ultrafiltracién
y de Sephadex G-50 M (fig. 17 y 19) muestran que no se realizd6 una buena
separacion, debido a que, lo que se esperaria es que las fracciones con altos
pesos moleculares, tuvieran bandas marcadas en la parte superior del gel y a
medida que las fracciones tuvieran menor peso molecular las bandas de la parte
superior menos marcadas y mads intensas en la parte inferior. En el caso de los
geles cargados con las fracciones de ultrafiltracion, todos presentan bandas muy

similares.

Ensayos electrofisiolégicos

En los ensayos realizados con el modelo de ovocito de la especie Xenopus laevis
se observé principalmente que los ovocitos nativos tenian una respuesta muy
pequefia, donde la corriente no fue mayor a 0.8 nA, frente a los que estaban
microinyectados con el RNAm de cerebro de rata, asi que podriamos sugerir que
estas toxinas son mds especificas en receptores o canales idnicos que estan
relacionados con el sistema nervioso. En el trabajo de Torres y colaboradores,
2001 ellos probaron efectos de la medusa C. xamachana en ovocitos nativos es
decir, no microinyectados con RNAm. Esto puede ser debido a que los ovocitos
son unas células que contienen gran diversidad de canales idnicos y receptores
nativos que responden a diferentes neurotransmisores, hormonas y péptidos
(Arellano et al., 1996; Torres et al., 2001).

Otras observaciones que se hicieron es que basicamente el ovocito al ser
suministrado el veneno pre-purificado como el extracto crudo tuvo dos
comportamientos en las corrientes. El primero es que, inmediatamente después
de perfundir el veneno se observé una corriente entrante lisa (Siw), donde no se
puede explicar a que es debido ese efecto, ya que se necesitan realizar mas
experimentos para poder caracterizar el tipo de corriente. El segundo
comportamiento es la observacién de una corriente también entrante oscilatoria
gue se podria pensar que son debidas a la liberacién de calcio intracelular,

debido a la activacidon de los receptores acoplados a proteinas G, las cuales
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resultan ser estimuladoras de las fosfolipasas C provocando un aumento en la
sintesis de IP3 y asi liberar calcio intracelular. Este caso también fue reportado en
Torres y colaboradores, 2001 debido a que el veneno de la medusa estudiada
también provocaba una corriente oscilatoria la cual se sugirié que provenia de la
liberacion del calcio intracelular, debido a que se hicieron pruebas incubando los
ovocitos con BAPTA, agente quelante que evita la liberacion del calcio y por
tanto, que no se exprese la corriente oscilatoria. Este proceso se hizo en el caso
de la anémona B. annulata donde se inyectd el ovocité con un agente quelante
EGTA inhibidor de la liberacién de calcio, donde también se observé el mismo
efecto en la corriente que en el trabajo de Torres y colaboradores, 2001; donde
desaparecio la oscilatoria y sélo se presento la corriente lisa.

Al igual que en el trabajo de Torres et al., 2001 se observé que cada uno de los
ovocitos tenia una respuesta diferente con respecto a la intensidad de corriente,
a pesar de que todos seguian el mismo patrdn, primero una corriente lisa y
seguido una oscilatoria, debido a eso se hicieron varios registros para cada
extracto y a diferentes concentraciones, donde se logré promediar las
intensidades de corriente y calcular su error estandar. Se puede decir que no se
encontrd una relacién entre la concentracién de proteina y el efecto, es decir, en
Flll se observa que es el que tiene menor concentracién de proteina y sin
embargo es el que normalmente mostré mayor efecto de corriente oscilatoria
incluso que el extracto crudo.

Otro experimento que se hizo fue comprobar la estabilidad de las proteinas que
se encuentran en el veneno de B. annulata para ello se hirvieron las muestras a
98°C durante 45 y 90 minutos y se vio que seguian mostrando efecto y se
pudieron identificar los dos tipos de corrientes (Siw e losc), esto se podria deber
a la gran estabilidad de los puentes disulfuros de las proteinas presentes en el
veneno.

Por ultimo se hicieron curvas |-V para analizar mejor la corriente lisa, debido a
gue, la corriente oscilatoria ya teniamos indicios depende de los canales de calcio
dependientes del cloro, sin embargo, la corriente lisa observando las curvas I-V

donde la corriente se hace cero a un potencial de -20 mV, podemos deducir que
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lo que provocaron las BTxs fue abrir todos los canales, creando una corriente
inespecifica.

Ademas se midieron los picos de corriente, para poder ver la capacidad de
bloqueo de los canales de sodio dependientes del voltaje, donde se observé que
tanto, los extractos hervidos como los que no estaban hervidos tuvo un gran

porcentaje de bloqueo del canal.
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Conclusiones

Cuatro tipos de cnidocistos permitieron confirmar la identidad
taxondmica de B. annulata.

Se obtuvo un rendimiento de extracto crudo del 8.13% de peso seco,
pudiendo sugerir que es un rendimiento éptimo sabiendo que esta cerca
del rendimiento promedio de extracto crudo de otros organismos
marinos.

El extracto ultrafiltrado con membranas de corte obtuvo un rendimiento
de 36.3 % vy el extracto pre-purificado con cromatografia de exclusién
molecular se obtuvo un rendimiento de 32.26 %. En el caso de la
separacion por exclusién molecular se observa mayor rendimiento en el
FIl a pesar de su baja concentracidn de proteinas y en la ultrafiltracion el
mayor rendimiento se observa en el extracto menor a 1 kDa, pudiendo
sugerir que en estas dos fracciones es donde se encuentra la mayor
presencia de sales.

Todos los cangrejos que fueron inyectados con los diferentes extractos
obtenidos mostraron actividad, donde se observé que los extractos
ultrafiltrados tuvieron una mayor efectividad en un menor tiempo.

El ensayo de fosfolipasas mostré la presencia de halos de actividad en
extracto crudo y los extractos pre-purificados. La Fll resultdé ser la mas
activa sin embargo, no se puede hacer una comparacion de actividad
entre los extractos debido a la diferencia de concentraciones de proteinas
gue presentan cada una de las fracciones.

En la electroforesis no se observd una separacién clara debido a la
presencia de bandas de diferentes rangos de pesos moleculares, tanto en
los extractos pre-purificados como filtrados con las membranas de corte.
En los registros electrofisiolégicos, se obtuvo una mayor respuesta en los
ovocitos de Xenopus laevis microinyectados con RNAm de cerebro de
rata, donde podriamos sugerir que los diferentes extractos usados en
este modelo, afectan a células relacionadas con el sistema nervioso.

Los ovocitos inyectados con el agente quelante (EGTA) mostraron la
pérdida de la corriente oscilatoria (losc) y la presencia de la corriente lisa,
sugiriendo que losc esta relacionada con la liberacién de calcio
intracelular.

Las proteinas propias del veneno de B. annulata son termoestables.

Las curvas I-V mostraron una corriente inespecifica, debido a que se hace
cero a un potencial de -20 mV.

Se observd un bloqueo probablemente relacionada con canales de sodio.
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Los ensayos de actividad hemolitica fueron positivos para los diferentes
extractos, observando que las muestras que fueron hervidas redujeron su
actividad asumiendo que podrian haberse degradado las proteinas de
alto peso molecular.
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