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RESUMEN 

Los compuestos bioactivos derivados de metabolitos secundarios producidos por los 

invertebrados marinos han demostrado tener un potencial farmacológico, dando lugar al 

desarrollo de productos naturales marinos prometedores. Dentro de los cnidarios, estos 

compuestos se encuentran principalmente en los nematocistos que es donde se alojan las toxinas, 

siendo la clase Cubozoa la que produce unas de las más dañinas. Se ha descrito un grupo particular 

de citotoxinas, las cuales tienen origen proteico y son lábiles e hidrofóbicas; se conoce que este 

grupo presenta actividad citolítica y pesos moleculares que van desde 42 a 46 kDa. 

Actualmente, la actividad más estudiada en este tipo de toxinas es la antitumoral, de la cual se 

conoce que principalmente actúa en la división celular. El Instituto Nacional del Cáncer (2015; sitio 

web) ha impulsado la bioprospección marina, dado que se ha descubierto que los organismos 

marinos son más propensos a producir fármacos contra el cáncer. El cáncer es una enfermedad de 

la cual se estima que cada año más de 10 millones de personas son diagnosticadas, y cerca de 7 

millones fallecen directa o indirectamente debido a una neoplasia maligna.  

En los estudios realizados con la cubomedusa Carybdea marsupialis se ha descrito actividad 

hemolítica en eritrocitos de humano y oveja y actividad neurotóxica en cangrejos Ocypode 

quadrata y en ovocitos de rana Xenopus laevis por bloqueo de canales iónicos. En cuanto a la 

actividad antitumoral, se tiene un único antecedente con resultado positivo en tumores inducidos 

con N-Etil-N-Nitrosourea en sistema nervioso central de ratas. 

De los organismos capturados en los años 2014 y 2015 de C. marsupialis, se obtuvo un extracto 

crudo el cual fue pre-purificado mediante ultrafiltración obteniéndose las siguientes fracciones: 

>30, 30-10, 10-5, 5-3, 3-1 y <1 kDa. Se evaluó la presencia de actividad enzimática correspondiente 

a Fosfolipasas de tipo A2,  para finalmente evaluar la actividad citotóxica en líneas celulares 

cancerosas y no cancerosas. 

C. marsupialis no presentó actividad enzimática correspondiente a fosfolipasa de tipo A2, Sin 

embargo, se observó una posible actividad de fosfolipasa B. La fracción pre-purificada >30 kDa 

inhibió el crecimiento celular en la línea K562 (leucemia) un 88.17% a una concentración proteica 

de 50 µg/ml, comparado con el control positivo (Mitoxantrona) que inhibió un 86.35% el 

crecimiento celular. En la línea celular MCF7 (mama) a la misma concentración, dicha fracción 

inhibió 22.75% comparado con el control positivo que inhibió 60.99%. En cuanto a células no 

cancerosas, se utilizaron fibroblastos gingivales humanos, en los cuales no se observó actividad 

citotóxica. 

Palabras clave: Carybdea marsupialis, cubozoa, citotoxicidad, cáncer de mama, leucemia mieloide 
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1. INTRODUCCIÓN 

Aunque los océanos contienen una biodiversidad muy superior a la de la tierra, la 

exploración de nuevos compuestos químicos para tratar enfermedades apenas se ha 

iniciado. Los productos naturales marinos ofrecen una fuente abundante de compuestos 

farmacológicamente activos con una gran complejidad y diversidad química, así como 

efectos potencialmente terapéuticos para la salud humana (De la Calle, 2007; Glaser y 

Mayer, 2009). 

Los invertebrados marinos de cuerpo blando, algunos con estilo de vida sedentario, han 

ido adaptándose a su medio mediante el desarrollo de medios químicos como defensa; de 

esta forma han desarrollado la habilidad de sintetizar compuestos, permitiéndoles 

disuadir a los depredadores, limitar a los competidores o paralizar a sus presas (Haefner, 

2003). Estos compuestos de origen orgánico son llamados metabolitos secundarios, de los 

cuales la gran mayoría no parece intervenir directamente en procesos de crecimiento y 

desarrollo de los organismos. Sin embargo, los investigadores han buscado el potencial 

farmacológico de estos metabolitos secundarios, lo que dio lugar al estudio de productos 

naturales marinos (Croteau et al., 2000).  

Derivado de lo anterior, se sabe que los compuestos capaces de detener el crecimiento de 

organismos rivales pueden aplicarse al cáncer, específicamente en la división celular. Las 

neurotoxinas de dinoflagelados y moluscos juegan un papel determinante como venenos 

paralizantes de vertebrados; de este tipo de compuestos se han comercializado ciertos 

péptidos de origen marino para el tratamiento de dolor crónico (De la Calle, 2007). Más 

del 60% de los fármacos quimioterapéuticos usados actualmente son productos naturales 

o pequeñas moléculas basadas en éstos (Glaser y Mayer, 2009).  

El campo de los productos naturales marinos se ha visto beneficiado en los últimos 5 años, 

debido a los nuevos desarrollos en tecnología analítica, espectroscopía y cromatografía de 

alta resolución. Los esfuerzos directos en el desarrollo de fármacos comenzaron en el año 

1970 y finalmente han rendido frutos con el primer fármaco derivado del mar, Ziconotide, 

el cual es un péptido extraído del caracol Conus sp., el cual se aprobó en el año 2004 bajo 

el nombre comercial de Prialt® para el tratamiento de dolor crónico. El segundo fármaco, 

el compuesto antitumoral conocido como Trabectedina, lleva por nombre comercial 

Yondelis®, fue obtenido de una ascidia y aprobado en el año 2007 para al tratamiento de 

sarcoma en tejido blando. Además de éstos, existen otros compuestos obtenidos de 

productos naturales marinos  como candidatos a fármacos en proceso de pruebas clínicas 

Fase l-lll en Estados Unidos y Europa, como tratamientos para varios tipos de cáncer 

(Molinski et al., 2009).  
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1.1 Compuestos activos presentes en el phylum Cnidaria 

Propiedades anticancerígenas y antitumorales potencialmente prometedoras han sido 

encontradas en compuestos obtenidos de cnidarios; para el año 2011 ya se tenían 

reportados 3,244 productos naturales marinos obtenidos de estos organismos (Rocha et 

al., 2015). Se han realizado diversos estudios de los compuestos con actividad biológica en 

cnidarios y de esta forma se ha dado a conocer su potencial; como en el caso de la especie 

Aurelia sp. la cual despliega una respuesta neurotóxica provocando despolarización de los 

músculos de rana (Kihara et al., 1988);  Carybdea rastoni produce una respuesta contráctil 

dependiente del canal de calcio en el músculo liso arterial (Azuma et al., 1986a);  toxinas 

de Chrysaora sp.  abren canales catiónicos en las fibras nerviosas mielinizadas de rana 

(Dubois et al., 1983).  

También se han descrito efectos vasoconstrictores y cardiodepresivos en conejos 

anestesiados, como consecuencia de la activación de los canales de calcio dependientes 

del voltaje y probablemente de una sobrecarga de calcio producidos por los nematocistos 

aislados de tentáculos de Chiropsalmus quadrigatus (Koyama et al., 2003). 

Las citolisinas extraídas de los nematocistos del coral Clavularia viridis  presentaron 

propiedades antitumorales inhibiendo el crecimiento celular en la fase G1, decreciendo la 

fase S (Honda et al., 1987), de igual manera, en la medusa Cassiopea xamachana se 

reportó la inhibición del crecimiento celular, lo que le dio un particular interés para 

explorar esta condición en actividad antitumoral, dando resultados positivos en el trabajo 

realizado por Orduña-Novoa y colaboradores (2003). Para la medusa Chiropsalmus 

quadrigatus, Sun y colaboradores (2002) realizaron bioensayos apoptóticos con extractos 

crudos obtenidos del veneno de la medusa,  demostraron efecto positivo en gliomas de 

humano, rata y células endoteliales vasculares.  
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1.2 Toxinas de la clase Cubozoa 

Las toxinas con actividad citolítica son las más estudiadas y pueden ser encontradas en el 

veneno de todos los cnidarios. Su mecanismo de acción es la formación de poros; 

penetran en la membrana de una célula blanco lo que ocasiona una difusión de pequeñas 

moléculas, dando lugar a un desbalance osmótico y posteriormente a lisis celular (Jouiaei 

et al., 2015).  

Dentro del phylum Cnidaria, la clase Cubozoa produce unas de las toxinas más dañinas 

para los seres humanos; se sabe que particularmente presentan un grupo de toxinas 

proteicas termolábiles, hidrofóbicas y con actividad citolítica de 42 a 46 kDa. Por la 

naturaleza de estas proteínas, sus mecanismos de acción son poco claros, por lo que ha 

sido necesario el desarrollo de nuevas técnicas de extracción y análisis para su aislamiento 

y purificación (Brinkman y Burnell, 2009). A continuación, en la Tabla 2 se describen 

proteínas bioactivas de la clase Cubozoa de las cuales se han obtenido pesos moleculares 

exactos. 

 

Tabla 1. Proteínas bioactivas presentes en cubomedusas, modificada de Brinkman y Burnell (2009). 

 Especie Toxina 1Exp. (kDa) 2Calc. (kDa) Referencia 

Carybdea rastoni CrTX-A 43 47.3 Nagai et al. (2000a) 

 
CrTX-B 46 - 

 Carybdea alata CaTX-A 43 49 Nagai et al. (2000b) 

 
CaTX-B 45 - 

 

 
CAH1 42 - Chung et al. (2001) 

Chiropsalmus quadrigatus CqTX-A 44 49.6 Nagai et al. (2002) 

Chironex fleckeri CfTX-1 43 49.1 Brinkman y Burnell (2007) 

 
CfTX-2 45 49.9 

 1 Exp. Masa molecular de proteínas de forma experimental, determinada mediante SDS-PAGE. 
2 Calc. Masa molecular de proteínas calculada mediante secuencia de aminoácidos. 

 

 

En Carybdea rastoni se han descrito cuatro toxinas parcialmente purificadas, pCrTX, que 

puede inducir contracciones dependientes del calcio en la aorta de conejos y CrTXl, ll y lll, 

con actividad hemolítica (Azuma et al., 1986b; Nagase et al., 1987; Nagai et al., 2000a). 

Finalmente, de dos toxinas más, CrTX-A y CrTX-B, se ha logrado obtener su secuencia de 

aminoácidos (Nagai et al., 2000a).  
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En cuanto a Carybdea alata, se han descrito dos toxinas extraídas de sus tentáculos, CaTX-

A y CaTX-B, ambas con actividad hemolítica. Para el caso particular de CaTX-A, encontrada 

únicamente en nematocistos, se ha logrado obtener su secuencia (Nagai et al., 2000b). 

Dos años más tarde, se logra caracterizar la proteína principal extraída de los 

nematocistos de Chiropsalmus quadrigatus, CqTX-A, con actividad hemolítica (Nagai et al., 

2002).  

Con más de cuatro décadas de investigación, Chironex fleckeri ha sido la cubomedusa más 

estudiada; presenta proteínas letales de diversos pesos moleculares así como actividad de 

tipo cardiotóxica, dermonecrótica, hemolítica y miotóxica (Brinkman y Burnell, 2008; 

2009). Investigaciones recientes han demostrado que el veneno en dosis sub-letales 

resulta neurotóxico en cangrejos. Aplicaciones intravenosas, en ratones y ratas, resulta en 

una interrupción de la respiración seguida de arresto cardiaco; efectos similares e igual de 

letales se observan en humanos (Endean et al., 1969; Freeman y Turner, 1972).  

De Carukia barnesi únicamente se conoce su perfil proteico en SDS-PAGE, con proteínas 

de altos pesos moleculares como 106, 80, 45 y 40 kDa y dos bandas de bajo peso 

molecular menores a 18.5 kDa (Wiltshire et al., 2000). 

Por último, en Carybdea marsupialis, se ha descrito actividad hemolítica por citolisinas de 

220, 107, 36 y 19 kDa (Rottini et al.,1995; Sánchez-Rodríguez et al., 2006).  Extracto crudo 

obtenido de esta especie así como fracciones purificadas (220, 139 y 36 kDa), fueron 

probadas en  cangrejos adultos Ocypode quadrata con el fin de determinar actividad 

neurotóxica, con resultados positivos (Sánchez-Rodríguez et al., 2006). Sin embargo, no se 

han publicado estudios realizados con C. marsupialis sobre líneas celulares cancerosas.  
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2. ANTECEDENTES 
2.1 Cáncer 

El cáncer se origina cuando células anormales en alguna parte del cuerpo comienzan a 

crecer de manera descontrolada. Este crecimiento es diferente al de las células normales; 

en lugar de morir, las células cancerosas continúan creciendo y formando nuevas células 

anormales. Adquieren el término cancerosas por su crecimiento descontrolado e invasión 

a otros tejidos (American Cancer Society, 2015; sitio web). El cáncer puede desarrollar el 

proceso de metástasis tumoral, que consiste en la diseminación de células neoplásicas a 

sitios secundarios separados, cercanos o distantes, donde proliferan para formar una 

masa extravascular de células tumorales (Welch, 2006). 

 

Figura 1. Formación de tumor secundario, tomada de Ceballos y Ghersevich (2008). (CTC Células Tumorales 
Circundantes). 

En la figura 1, se describe un proceso metastásico que da lugar a la formación de tumores 

secundarios, que se detalla en una serie de pasos a continuación (Böckmann et al., 2001; 

Chambers et al., 2002):  

Paso uno: A medida que el tumor primario crece, requiere un suministro de sangre que le 

permite afrontar sus necesidades metabólicas (angiogénesis). 

Paso dos: La formación de nuevos vasos sanguíneos también puede proveer una ruta de 

escape, en la que las células pueden abandonar el tumor y entrar en el sistema 

circulatorio (intravasación), o bien, también pueden ingresar de forma indirecta al sistema 

circulatorio vía sistema linfático. 
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Paso tres: Las células tumorales necesitan sobrevivir en la circulación hasta que puedan 

detenerse en un nuevo órgano, donde abandonan el vaso e ingresan al tejido circundante 

(extravasación). 

Paso cuatro: una vez en el nuevo sitio, las células deben iniciar y mantener el crecimiento 

para formar micrometástasis; mediante el desarrollo de nuevo vasos sanguíneos, se forma 

un nuevo tumor microscópico (tumor secundario). 

2.1.1 Leucemia 

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (2015) la leucemia resulta 

uno de los cánceres más comunes entre los infantes y adolescentes. En el año 2012, para 

la región de América Latina y el Caribe, aproximadamente 29 mil niños y adolescentes con 

menos de 15 años fueron diagnosticados con esta enfermedad, siendo de tipo 

linfoblástica aguda, la más común.  

La leucemia afecta a las células sanguíneas inmaduras, desarrolladas en la médula ósea, 

estas células no funcionan como deberían y congestionan a las células sanguíneas sanas 

en la médula ósea (Figura 2). La clasificación de los diferentes tipos de leucemia depende 

del tipo de célula sanguínea que se vuelve cancerosa (Instituto Nacional del Cáncer, 2016; 

sitio web).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 2. Anatomía del hueso, tomada del sitio web del Instituto Nacional 
del Cáncer (2016). 
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Se han dado a conocer los avances en la comprensión de ciertos cambios en el ADN que 

pueden causar que las células normales de la médula ósea se transformen en células 

leucémicas. Esta enfermedad se desarrolla cuando ocurre un intercambio de material 

cromosómico entre los cromosomas 9 y 22 en la división celular; como resultado el 

cromosoma 22 se vuelve más corto de lo normal y es conocido como “Cromosoma 

Filadelfia”, el cual hace que la médula ósea produzca una enzima llamada tirosina cinasa, 

la cual hace que las células crezcan y se reproduzcan descontroladamente. Este 

cromosoma se encuentra en las células leucémicas de casi todos los pacientes y no se 

transmite de padres a hijos (American Cancer Society, 2016; sitio web). 

De acuerdo con el Instituto Nacional de Cancerología (2016), existen dos factores 

importantes para llevar a cabo la clasificación de esta enfermedad; primero hay que 

considerar si la mayoría de las células anormales son maduras (con aspectos de glóbulos 

blancos normales) o inmaduras (que aún tengan aspecto de células madre) obteniéndose 

las primeras dos categorías: 

 

 Leucemia aguda 

Las células de la médula ósea no pueden madurar apropiadamente, continúan 

reproduciéndose y acumulándose. 

 Leucemia crónica 

Las células maduran parcialmente pero no por completo, desplazando a las células 

sanas y sobreviviendo más tiempo. 

 

El segundo factor a considerar para determinar la enfermedad radica en identificar el tipo 

de células que han sido infectadas, obteniéndose las siguientes categorías: 

 Leucemia mielocítica, mielógena o no linfocítica 

Leucemia iniciada en células mieloides (células que se convertirán en glóbulos 

blancos, que no sean linfocitos), glóbulos rojos o células productoras de plaquetas. 

 Leucemia linfocítica 

Leucemia originada en las células que se convertirán en linfocitos. 

De esta forma la enfermedad se clasifica en cuatro tipos: 

 Leucemia mieloide o mielógena aguda 

 Leucemia mieloide o mielógena crónica 

 Leucemia linfocítica o linfoblástica aguda 
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 Leucemia linfocítica crónica. 

 

 

 

2.1.2 Cáncer de seno 

Uno de los cánceres de mayor incidencia a nivel mundial es el de seno. De acuerdo con la 

Organización Mundial de la Salud (2015; sitio web), cada año se detectan 1.38 millones de 

nuevos casos y fallecen 458 mil personas por esta causa; la mayoría de las muertes se dan 

en países de bajos ingresos en donde el diagnóstico se realiza en etapas muy avanzadas de 

la enfermedad. Para el caso particular de América Latina y el Caribe, el cáncer de mama es 

el más frecuente entre las mujeres, de acuerdo con la Organización Panamericana de la 

Salud (OPS) (Organización Mundial de la Salud, 2015; sitio web). 

El Instituto Nacional del Cáncer (2015; sitio web) menciona que el factor de mayor riesgo 

para el cáncer de seno es la edad avanzada; sin embargo, realizan un listado de los 

factores que propician el desarrollo de la enfermedad: 

 Antecedentes familiares. 

 Susceptibilidad significativa a un factor hereditario. 

o Mutaciones de la línea germinal en los genes BRCA1 y BRCA2 y otros genes 

que predisponen al cáncer de mama. 

 Consumo de alcohol. 

 Densidad del tejido mamario (mamografía). 

 Estrógeno (endógeno) 

o Antecedentes menstruales (menarquía prematura o menopausia tardía). 

o Nuliparidad. 

o Edad avanzada en el momento del primer parto. 

 Antecedentes del tratamiento hormonal 

o Combinación de estrógeno más terapia de remplazo hormonal (TRH) con 

progestina. 

o Anticonceptivos orales. 

 Obesidad. 

 Falta de ejercicio físico. 

 Antecedentes personales de cáncer de mama. 

 Antecedentes personales de formas proliferativas de enfermedad mamaria 

benigna. 
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 Raza. 

 Exposición de la mama o el pecho a la radiación. 

La mayoría de los cánceres de seno comienzan en las células que recubren los conductos 

(Figura 3), que son tubos diminutos transportadores de leche desde los lobulillos al pezón; 

a este cáncer se le conoce como cáncer ductal. Otro tipo de cáncer común es originado en 

las células que recubren los lobulillos, que son glándulas productoras de leche, conocido 

como cáncer lobulillar. Otro tipo de cáncer de menor incidencia es originado en otros 

tejidos del seno (American Cancer Society, 2015; sitio web). 

 

Figura 3. Anatomía del seno femenino, tomada de American Cancer Society (2015; sitio web) 

 

Durante décadas se consideró que las células del cáncer de seno diseminadas alcanzaban 

en primer lugar los nódulos o ganglios linfáticos, antes de dirigirse a la sangre periférica y 

a localizaciones distantes, como a la médula ósea. Sin embargo, actualmente se conoce 

que la dispersión metastásica ocurre en aproximadamente un 50% de los casos de 

pacientes con carcinoma mamario localizado y que alrededor del 30% de las pacientes sin 

enfermedad detectable en los nódulos linfáticos desarrolla metástasis distantes dentro de 

los 5 años siguientes al diagnóstico (Lacroix, 2006; Zieglschmid et al., 2005). Incluso las 

pacientes diagnosticadas precozmente, y en quienes se ha extraído quirúrgicamente el 

tumor, pueden recaer en la enfermedad como consecuencia de metástasis no detectadas 

que ocurrieron antes del diagnóstico inicial (Fabisiewicz et al., 2004). 
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2.2 Antitumorales de origen marino 

 

La función antitumoral está dirigida a impedir, en primer término, la invasión de dichas 

células al tejido conectivo vecino, la neovascularización de la masa tumoral y la metástasis 

de las células malignas que son los tres procesos distintivos de las neoplasias malignas 

(Ross, 1998). Como resultado de distintos estudios, nuevos fármacos han aparecido para 

controlar las dos etapas más importantes de la invasión tumoral: la angiogénesis y la 

metástasis, procesos en los cuales intervienen enzimas como proteasas de serino y 

metaloproteasas como elastasas y colagenasas (Lehninger et al., 2006). 

 

Entre los antitumorales de origen marino, la eribulina, fármaco quimioterapéutico para 

cáncer de seno, conocido como Halaven®, corresponde a una clase conocida como 

inhibidores de microtúbulos. Cuando las células se dividen y multiplican, las estructuras 

llamadas microtúbulos son necesarias para separar los cromosomas durante la formación 

de nuevas células. La eribulina detiene la formación de microtúbulos y de esta manera las 

células son detenidas en medio de su división; cuando esto sucede las células mueren. Por 

el mecanismo de acción del fármaco, las células normales también se ven afectadas. Este 

fármaco es derivado de un producto natural marino llamado halicondrina proveniente de 

la esponja marina Halichondria okadai la cual produce un ácido llamado okadaico de 

propiedades citotóxicas con resultados positivos en actividad antitumoral de la línea 

celular B-16 de melanoma (Uemura et al., 1985).  

 

Rinehart (2000) describe compuestos en fase clínica de investigación como agentes 

quimioterapéuticos contra diferentes tipos de cáncer, Didemin B, Aplidina y Ecteinasdina 

743, derivados de tunicados. El aislamiento del pentapéptido Dolastina-10 proveniente del 

molusco Dolabella auricularia, obtuvo actividad antitumoral en bioensayos in vitro e in 

vivo (Khoulam y Kalemkerian, 1996). El extracto acuoso de la diatomea marina Haslea 

ostrearia (Simonsen), fue evaluado por sus propiedades anti proliferativas contra tumores 

sólidos humanos: carcinoma de colon (NSCLC-N6), carcinoma de riñón (E39) y melanoma 

(M96) (Carbonnelle et al., 1999). 

 

 

2.2.1 Mecanismos regulados por antitumorales de origen marino 

 

Actualmente se sabe que los productos naturales marinos atacan a las células tumorales 

regulando funciones (Nagle et al., 2004) como: 
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 Angiogénesis 

Es la formación de nuevos vasos sanguíneos. Es un proceso crítico para el crecimiento, 

progresión y metástasis de tumores; éstos no pueden crecer más de 1-2 mm3 sin 

angiogénesis.  

 Apoptosis 

Es una forma eficiente de muerte celular. Las células apoptóticas están caracterizadas 

por criterios morfológicos como ruptura en la membrana nuclear, condensación de la 

cromatina, fragmentación del ADN, contracción celular y la formación de cuerpos 

apoptóticos. Las caspasas son un grupo proteasas de cisteína que juegan un papel 

importante en la regulación y ejecución de la apoptosis. Muchos de los compuestos 

citotóxicos inducen apoptosis y varios productos naturales marinos han sido 

identificados con este tipo de actividad. 

 Ciclo celular 

El ciclo celular principalmente presenta cuatro fases secuenciales: 1) Fase G1 o Gap1, 

las células se preparan para la replicación del ADN; 2) Fase S, síntesis y replicación de 

ADN; 3) Fase G2 o Gap2, donde la célula se prepara para el proceso de división; y 4) 

Fase M o mitosis, la célula se divide para dar lugar a dos células hijas. Sin embargo, 

pueden existir otros estadios celulares; cuando se ven privadas de nutrientes y 

factores de crecimiento entran en un estado de descanso conocido como G0 donde 

baja su metabolismo (Tomida et al., 1996). La prevalencia de células tumorales en la 

fase G0 es utilizado como un “escudo” para varios efectos citotóxicos de agentes 

quimioterapéuticos (Kamikubo et al., 2000). Los productos naturales marinos actúan 

sobre cinasas de proteínas y fosfatasas, regulando el ciclo celular; interviniendo como 

agentes antimitóticos interrumpiendo la Fase M; como inhibidores de topoisomerasas 

que arrestan el ciclo celular en las Fases S o G2; y como agentes específicos que atacan 

proteínas reguladoras del ciclo celular interrumpiendo las fases G1, G2 o S.  

 Síntesis de macromoléculas 

Existen tres clases principales de enzimas: topoisomerasas, deshidrogenasas y 

polimerasas, las cuales son piezas fundamentales para la formación de ADN. Sin 

embargo, constituyen un grupo importante de blancos moleculares para los agentes 

antitumorales derivados de productos naturales marinos.  

 Respiración mitocondrial 

En condiciones aeróbicas, la cadena de respiración mitocondrial es un proceso 

fundamental para llevar a cabo la síntesis de ATP en células. Alteraciones en el 

metabolismo tumoral ha sido ligado a diferencias específicas en las mitocondrias de 

células saludables y malignas. Por lo tanto, las mitocondrias tumorales se han 
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convertido en una fuente importante de blancos moleculares para descubrimiento de 

fármacos antitumorales (Singh y Modica-Napolitano, 2002).  

 Mitosis 

La mayoría de los metabolitos secundarios que interrumpen el proceso mitótico han 

sido caracterizados más que cualquier otra clase de producto natural marino 

antitumoral o anticancerígeno (Hamel y Covell, 2002). Los antimitóticos pueden ser 

clasificados en agentes interactivos de tubulina (interfieren en la polimerización o 

despolimerización de tubulina), inhibidores de actina (interfieren en la polimerización 

o despolimerización de actina) e inhibidores de cinasas (interrumpen la función de 

cinasas de proteínas motoras) (Spector et al., 1983).  

 Resistencia a múltiples fármacos 

La resistencia a múltiples fármacos es uno de los principales fracasos en los 

tratamientos quimioterapéuticos. En este caso, los organismos marinos fungen como 

un amplio reservorio de nuevos agentes farmacológicos con modelos únicos de acción 

que pudieran contribuir retardando esta resistencia o como modificadores de la 

misma (Proksch et al., 2002).  

 

En general, los avances en biología y biología molecular de células tumorales han 

revolucionado rápidamente el descubrimiento en fármacos antitumorales y revitalizado la 

investigación en productos naturales marinos. Con el crecimiento de los esfuerzos en la 

bioprospección en ambientes marinos poco explorados, el potencial biotecnológico de 

organismos marinos, particularmente de los invertebrados, ha comenzado a llamar la 

atención de los investigadores. La habilidad de los cnidarios como anémonas, medusas, y 

corales de producir toxinas muy poderosas y venenosas, han sido bien documentadas 

(Turk y Kem, 2009). 

 

2.3 Cnidarios 

El phylum Cnidaria (Figura 4) es un grupo de invertebrados muy amplio, diverso y 

ecológicamente importante, que incluye más de 11,000 especies existentes, y se compone 

de las clases Anthozoa, Cubozoa, Hydrozoa, Scyphozoa y Staurozoa (Miranda et al., 2016; 

Daly et al., 2007) las cuales se describen a continuación:  

 Antozoa (anénomas y corales) 

Aproximadamente son 7,500 organismos, los cuales se derivan del pólipo y pueden 

ser coloniales, clonales o solitarios. Sin ningún tipo de esqueleto o con un 

esqueleto mineralizado o proteico.  
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 Cubozoa (cubomedusas) 

Contiene alrededor de 36 especies en dos órdenes Carybdeida y Chirodropida. En 

las cuatro esquinas interradiales presenta músculos gruesos llamados pedalias los 

cuales contienen los tentáculos.  

 Hydrozoa (hidropólipos e hidromedusas) 

El pólipo de estos organismos carece de septos. 

 Scyphozoa (medusas verdaderas) 

Es la clase más diversa con 200 morfoespecies existentes. 

 Staurozoa (medusas de tallo) 

Clase representada aproximadamente por 50 especies que presentan un tallo el 

cual les permite adherirse tanto a algas como a rocas. 

 

 

Figura 4. Phylum Cnidaria. A: Clase Cubozoa (Carybdea marsupialis); B: Clase Antozoa (Bartholomea annulata); C: 
Clase Hydrozoa (Physalia physalis); D: Clase Staurozoa (Lucernaria quadricornis) y E: Clase Schyphozoa (Aurelia 

aurita). 

 

C 
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2.3.1 Cnidocitos 

Una característica específica de este phylum es la presencia de cnidocitos que, en 

respuesta a cierto estímulo, secreta orgánulos llamados cnidocistos. Existen 28 tipos 

morfológicamente distintos de cnidocistos, los cuales se dividen en tres subcategorías: 

Nematocistos (25 tipos) Spirocistos (2 tipos) y Pticocistos (1 tipo). Depende del estímulo 

recibido por el organismo, que estos actúen entrelazándose, perforando o adhiriéndose al 

objetivo  (Mariscal, 1974). 

2.3.2 Nematocistos 

Los nematocistos son el grupo más diverso, el cual almacena el veneno producido por los 

cnidarios. La estructura especializada del nematocisto (Figura 5) consiste en una cápsula 

de naturaleza proteica capaz de soportar presiones osmóticas de 150 Bar, la cual, 

mediante exocitosis química o mecánica, libera un tubo espinoso enrollado en forma de 

espiral a una velocidad de descarga de 700 ns; de esta forma se asegura la inyección de 

veneno sobre la presa o atacante  (Fautin, 2009; Özbek et al., 2009).  

Kass-Simon y Scappaticci (2002) definen cuatro grupos de nematocistos de acuerdo con 

sus funciones: el primero se ve involucrado en la alimentación, al inyectar toxinas a la 

presa o al depredador; un segundo grupo participa en atrapar a la presa. Estos dos 

primeros tienen un mecanismo de acción que involucra una estructura sensorial llamada 

cnidocilio, que es la responsable de desencadenar su descarga al recibir un estímulo de la 

presa o depredador (Turk y Kem, 2009). Un tercer grupo de nematocistos consiste en 

aquellos que son usados para adherirse a los sustratos, especialmente durante la 

locomoción, y un cuarto grupo en aquellos que son únicamente utilizados para la defensa.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. (A) Figura esquemática de una medusa; (B) Corte transversal de un tentáculo mostrando (ec) ectodermo,  
endodermo (en) dividido por la mesoglea (m), varios tipos de cnidocitos (nb) ubicados en batería y cubriendo el 

lumen tentacular (tl); C) Estructura de nematocisto no descargado, eje (sh), tubo en espiral (t), espinas (b), núcleo (n) 
y cnidocilio (cn) que actúa como mecanoreceptor que estimula la descarga; (D) Nematocisto descargado, epidermis 
(ep), dermis (d), tejido subcutáneo (sct), arterias (a) y nervio (n). La mezcla de toxinas es inyectada a la piel y tejidos 

subcutáneos de la presa (Modificada de Jouiaei et al., 2015). 
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Las sustancias tóxicas contenidas dentro de estos organelos, también presentan 

compuestos orgánicos siendo en su mayoría proteínas y péptidos de interés médico, que 

podrían ser una herramienta útil para estudios de fisiología celular, o bien como agentes 

farmacológicos en el tratamiento de enfermedades humanas. Estos novedosos 

descubrimientos producen implicaciones serias en la salud humana, debido a las 

propiedades de tipo neurotóxicas y citotóxicas que en éstos se presentan (Isselbacher et 

al., 1980; Blunt et al., 2006; Mariotinni y Pane, 2010; Jouiaie et al., 2015). 

 

2.4 Clase Cubozoa 

2.4.1 Carybdea marsupialis 

Es una cubomedusa (Figura 6) con una campana prismática de cuatro lados con una 

cúspide estrecha y plana. Tiene 40 mm de altura y 30 mm de ancho. La cúspide de la 

campana, la pedalia, y las crestas interradiales de la campana se encuentran saturadas de 

nematocistos. Presenta 4 tentáculos flexibles y muy contráctiles que pueden medir desde 

2 a 12 veces más que el tamaño de la campana; estos tentáculos son huecos y anillados 

con nematocistos (Goldsborough Mayer, 1977). Como otras especies de Carybdea, estos 

organismos son circuntropicales y neríticos; básicamente en su mayoría prefieren aguas 

transparentes que van a lo largo de toda la costa evitando las aguas superficiales movidas; 

cuando las aguas se encuentran calmadas, pueden permanecer inmóviles cerca del fondo. 

Por las noches, cuando las condiciones del mar se encuentran en calma, tienden a subir a 

la superficie a alimentarse; si se presenta una fuente de luz, suelen acudir 

inmediatamente, probablemente atraídas a la nube de plancton que se acerca al área 

iluminada (Arneson y Cutress, 1976). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Ejemplar de la especie Carybdea marsupialis. 
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2.4.2 Estudios previos realizados en Carybdea marsupialis 

Un extracto de los nematocistos de Carybdea marsupialis presentó actividad hemolítica en 

bioensayos con eritrocitos de oveja (Rottini et al., 1995) y en eritrocitos humanos, así 

como también presencia de compuestos neurotóxicos y citolíticos aislados de su veneno 

(Sánchez-Rodríguez et al., 2006). 

En el año 2009, Lazcano-Pérez realizó un estudio sobre aislamiento, purificación y 

caracterización de las neurotoxinas presentes en C. marsupialis, donde obtuvo proteínas 

con pesos moleculares que van desde los 220 kDa a los 14 kDa. Realizó bioensayos con 

cangrejos de la especie Ocypode quadrata, observando resultados positivos de parálisis y 

mortalidad a los 7 minutos después de la dosis inyectada de 1 mg de extracto crudo, 

corroborando así los resultados obtenidos por Torrens-Rojas (2004). Este autor realizó 

aislamiento de proteínas con actividad hemolítica y neurotóxica en esta misma especie, 

trabajando los mismos bioensayos con O. quadrata y obteniendo resultados positivos de 

parálisis y mortalidad, con un incremento en el tiempo de acción del veneno a 20 minutos 

utilizando de igual forma 1 mg de extracto crudo. Lazcano Pérez (2009), también realizó 

bioensayos con las toxinas en ovocitos de Xenopus laevis, dando resultados positivos en la 

afectación de canales iónicos; sin embargo, no fue posible identificar el tipo de canal 

afectado, ya que las toxinas no resistieron el tiempo de almacenaje, ni los ciclos de 

congelado-descongelado a los que fueron sometidas durante la realización de las pruebas. 
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3.  JUSTIFICACIÓN ACADÉMICA 

El inicio de la bioprospección marina y su biota diversa representan un recurso 

sumamente importante, tal vez el mejor del planeta, para el descubrimiento de nuevos 

compuestos bioactivos. Programas recientes del Instituto Nacional del Cáncer (2015; sitio 

web), han demostrado que los invertebrados marinos son una fuente magnífica de 

biomoléculas potenciales. El impulso decisivo de este tipo de bioprospección fue llevado a 

cabo por el INC, cuando se descubrió que los bioensayos con extractos de organismos 

marinos resultaron mucho más propensos a producir fármacos contra el cáncer que los 

extractos obtenidos de organismos terrestres (Rocha et al., 2011). 

En cuanto a nivel nacional, las estadísticas en incidencia de los tipos de cáncer de interés 

en el presente trabajo muestran lo siguiente: en un estudio realizado con registros 

obtenidos del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) que corresponde 

aproximadamente al 40% de la población, se obtuvieron las tasas de incidencia de 

leucemia reportadas para la ciudad de México. En general, la incidencia de leucemia se 

encuentra entre el 55.4 y 58.4 casos por millón para los diferentes tipos. La incidencia 

para leucemia aguda linfoblástica fue de entre 43.2 y 44.9 casos por millón, leucemia 

mieloide aguda entre 9.8 y 10.6 casos por millón y leucemia mieloide crónica 2.5 casos por 

millón (Pérez-Saldivar et al., 2011). 

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI), a nivel nacional, en 

el año 2013 el cáncer de mama fue la principal causa de morbilidad hospitalaria por 

tumores malignos en la población de 20 años y más. Las tasas de mortalidad por este 

cáncer se incrementan conforme aumenta la edad; 63 de cada 100 mil mujeres de 80 y 

más años, fallecen a causa de esta enfermedad. El tumor maligno de mama es la segunda 

causa de mortalidad por neoplasias en las mujeres de 20 años y más (Instituto Nacional de 

Estadística y Geografía, 2013; Sitio web). Si bien la estadística no es reciente, la situación 

promueve el estudio de nuevas alternativas para combatir esta enfermedad.  

Carybdea marsupialis, presenta actividad de tipo hemolítica, cardiotóxica, neurotóxica y 

posible actividad antitumoral (Hernández-Jaurez, 2009; Jouiaei et al., 2015). Por este 

motivo, se vuelve necesaria la concentración de esfuerzos en el desarrollo de 

investigaciones futuras, así como la caracterización química y biológica de sus sustancias.  
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Presenta el veneno de Carybdea marsupialis proteínas con actividad citotóxica, sobre las 

líneas celulares cancerosas MCF7 (mama) y K562 (leucemia)? 

 

5. OBJETIVOS 

5.1 Objetivo General 

Determinar si algunas proteínas extraídas de Carybdea marsupialis, presentan actividad 

citotóxica en células cancerosas. 

 5.2 Objetivos Particulares 

Descargar los nematocistos presentes en los tentáculos de Carybdea marsupialis, 

mediante los métodos de homogeneización y de ser necesario, ultrasonido y 

centrifugación a bajas temperaturas.  

Pre-purificar extracto crudo obtenido empleando ultrafiltración mediante centrifugado y 

célula de agitación. 

Evaluar la presencia de Fosfolipasas A2 mediante el bioensayo de actividad enzimática de 

Fosfolipasas. 

Evaluar la actividad citotóxica de algunas de las fracciones pre-purificadas, en las líneas 

celulares cancerosas MCF7 (mama) y K562 (leucemia) así como en las no cancerosas de 

fibroblastos gingivales humanos, por medio de porcentaje de inhibición de crecimiento 

utilizando la tinción con Sulforodamina B. 
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6. ÁREA DE ESTUDIO 

El presente estudio se llevó a cabo en la Bahía de Petempich perteneciente a la Laguna 

Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo (Figura 7).  

 

Figura 7. Ubicación de la Bahía Petempich tomada de Google Earth (2014). 

 

El área de estudio y sus alrededores se encuentran fuertemente influenciados por la 

Corriente de Yucatán y otras corrientes que fluyen en dirección Norte y que 

eventualmente llegan a formar parte de la de Yucatán hasta alcanzar el Golfo de México. 

Esta corriente es de suma importancia en esta zona, ya que debido a factores 

oceanográficos y continentales y a la oscilación estacional de las masas de agua, provoca 

un afloramiento de aguas profundas. Este afloramiento genera un incremento en los 

nutrimentos superficiales, provocando un aumento en la productividad del ecosistema 

que origina altos valores de biomasa de copépodos y larvas de peces (Falfán-Vázquez et 

al., 2008). Se han descrito dos posibles mecanismos del origen de esta surgencia que no se 

encuentran relacionados con la divergencia ocasionada por el viento tal como sucede en 

las grandes surgencias mundiales: la fricción de la corriente de Yucatán al chocar contra la 

cuesta del borde este de la Plataforma de Yucatán y la interacción entre la corriente de 

Yucatán y una contracorriente que corre por debajo hacia el sur (Cárdenas-Palomo et al., 

2010). 

De acuerdo con lo anterior, se decidió muestrear en esta zona por la concurrencia de 

especies que favorecen la presencia de Carybdea marsupialis en la región.  
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7. MATERIAL Y MÉTODOS 

7.1 Recolecta de organismos 

Se llevó a cabo mediante buceo libre, prefiriendo días soleados y a medio día con el 

propósito de facilitar el encontrar a los organismos, debido a que de esta forma se 

observa la sombra de tentáculos sobre la arena. La actividad se llevó a cabo de forma 

manual, así se evitó estresar al organismo y, por lo tanto, la descarga de nematocistos. 

Con la utilización de guantes, se tomó al organismo por la campana y se colocó en bolsa 

Ziploc y en una cubeta de 20 litros para facilitar su transporte. Se utilizó una embarcación 

con motor fuera de borda para transportarlas a las instalaciones de la Unidad Académica 

de Sistemas Arrecifales (UASA) del Instituto de Ciencias del Mar y Limnología, en Puerto 

Morelos, Quintana Roo. 

Una vez que se arribó a la UASA, los organismos fueron llevados al Laboratorio de 

Toxinología de Cnidarios donde de forma inmediata fueron procesados.  

En un vaso de precipitado (Pyrex®, 1 L) se colocaron algunos organismos con la finalidad 

de manejarlos fácilmente. Se procedió a cortar los tentáculos utilizando tijeras comunes. 

En otro vaso de precipitado (Pyrex®, 50 ml) previamente pesado, se colocaron los 

tentáculos disectados sobre una cama de hielo para evitar la degradación del material. Las 

campanas fueron colocadas por separado en otro recipiente donde una vez terminado el 

proceso de corte de los tentáculos, se contaron y se obtuvo el total de los organismos 

capturados. Posteriormente, se pesó nuevamente el vaso que los contenía los tentáculos y 

de esta forma se obtuvo el peso húmedo del material de donde se obtendría el Extracto 

Crudo. Antes de comenzar el proceso de descarga de los nematocistos, se agregó al vaso 

conteniendo los tentáculos una pastilla inhibidora de proteasas (Complete Mini® de 

Roche) para evitar la degradación de las proteínas contenidas en el extracto (se diluyó una 

pastilla en 1.5 ml de agua desionizada para un volumen aproximado de 20 ml de 

tentáculos). 

 

7.2 Descarga de nematocistos  

Se colocaron aproximadamente de 3 a 5 ml de tentáculos frescos en un homogeneizador 

de cristal de 15 ml (Pyrex Tenbroeck®). La maceración se llevó a cabo en frío, colocando 

hielo alrededor del macerador con el fin de evitar la degradación del material. Para 

asegurar la descarga de los nematocistos, se tomaron alícuotas que fueron observadas al 

microscopio donde además de corroborar lo anterior, se tomaron datos y micrografías de 

los nematocistos encontrados. Los tentáculos que no se procesaron al momento; se 

congelaron a -60°C en un ultracongelador Revco, hasta su maceración. 
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Las muestras en las que no se lograron disparar completamente los nematocistos se 

colocaron en vasos de precipitado, se colocaron en el sonicador por un periodo de 

aproximadamente 30 min (Cole Parmer®); de igual forma, fue necesario agregar el hielo 

para evitar la degradación del material.  Posteriormente se maceraron nuevamente y 

como se mencionó anteriormente, se observaron alícuotas al microscopio para corroborar 

la descarga.   

Para obtener extracto crudo, el material descargado, se centrifugó (Eppendorf® modelo 

5810 R) en tubos Falcon de 50 ml a 4,000 rpm (3200 g) por 30 min a 4°C; una vez obtenido 

el sobrenadante este se colocó en el ultracongelador (Revco) a -60°C para posteriormente 

liofilizarlos. El precipitado, se homogeneizó con agua desionizada y de igual forma fue 

centrifugado bajo las mismas condiciones anteriores, separando el sobrenadante y 

congelado.  

Las muestras congeladas a -60°C se liofilizaron (Freeze Drying® Labconco) a una 

temperatura de -45°C hasta quedar completamente secas; se guardaron en viales de 

vidrio, previamente pesados y etiquetados, para registrar el peso seco y finalmente 

obtener el extracto crudo. 

 

7.3 Cuantificación de proteínas 

Se realizó de acuerdo con Bradford (1976) con ayuda del kit Quick Start Bradford 

(BioRad®). Esta técnica consiste en la utilización de un colorante hidrofóbico Coomassie 

Brilliant Blue G-250, el cual se une a las proteínas contenidas en la muestra tornándose en 

color azul; posteriormente se lee en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 595 

nm. 

Para conocer la concentración de proteína del extracto crudo 1 (ExC1) obtenido de C. 

marsupialis fue necesario realizar una curva patrón de proteína a concentraciones 

conocidas, como son las que contienen los estándares de albúmina de suero bovino 

(0.125, 0.25, 0.5, 0.75 y 1 mg/ml) contenidos en el kit utilizados en este experimento. Se 

colocaron 20 µl de estándar en 1 ml de reactivo Bradford, utilizándose como blanco 20 µl 

de agua desionizada y 1 ml de reactivo Bradford. 

Los datos resultantes de la curva patrón fueron utilizados para obtener la ecuación de la 

recta; al interpolar las absorbancias leídas del extracto crudo nos proporciona los valores 

de concentración de proteína.  

Para realizar la cuantificación de proteínas en microplaca (Stat Fax 4200® Awareness 

Technology) como se realizó para el extracto crudo 2 (ExC2), se realizó la misma 
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metodología anterior. Para la curva patrón se utilizaron 5 µl de estándar en 250 µl de 

reactivo Bradford por triplicado. 

 

7.3.1 Preparación de alícuotas de ExC1  

En cuanto a ExC1, se prepararon alícuotas de 10, 5, 2, 1 y 0.5 mg/ml por triplicado; de 

igual forma de aplicaron 20 µl de ExC1 y 1 ml de reactivo Bradford. El blanco se preparó 

con 20 µl de agua desionizada con 1 ml de reactivo Bradford. 

7.3.2 Preparación de alícuotas de ExC2 

Se preparó una solución stock de 10 mg/ml de ExC2 para preparar dos diluciones de 5 y 

2.5 mg/ml; de ambas diluciones se tomaron 5 µl más 250 µl de reactivo Bradford por 

triplicado para ser leídas a una longitud de onda de 595 nm. 

  

7.4 Pre-purificación de extracto crudo 

Los extractos crudos obtenidos fueron pre-purificados, obteniéndose un total de seis 

fracciones mediante dos técnicas (Figura 8). 

 7.4.1 Ultrafiltración por centrifugado 

Es un proceso que provee una ultrafiltración rápida con membranas que tienen la 

capacidad para separar altas concentraciones de fácil recuperación (Millipore Corporation, 

2009). 

Se tomaron aproximadamente 300 mg de extracto crudo para ser diluidos en 50 ml de 

agua desionizada, para ser homogeneizados. Se colocaron de 6 a 9 ml de extracto crudo 

en las unidades de ultrafiltración Amicon (Millipore) en ciclos de centrifugado a 4,000 rpm 

(3,200 g) a 4°C por 60 min.  Con una pipeta Pasteur se recuperó lo que no pasó a través de 

la membrana y se colocó en un tubo Falcon de 50 ml; de esta forma se obtuvieron las 

primeras fracciones pre-purificadas. Se utilizaron las unidades con membranas de corte de 

30, 10 y 3 kDa. 

 7.4.2 Filtración por célula de agitación  

Este método por medio de agitación está diseñado para una concentración o purificación 

rápida de macromoléculas en solución, en volúmenes que van desde los 3 a los 400 ml. La 

solución pasará por una membrana de corte, la cual mediante una presión controlada 

(utilizando nitrógeno) y una agitación constante dará como resultado la filtración 

(Millipore Corporation, 2008).  
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Como la unidad de filtración maneja volúmenes altos, se utilizaron 50 ml de cada fracción 

obtenida de ultrafiltración por centrifugado. Se utilizaron membranas de corte de 5 y 1 

kDa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 Electroforesis (SDS-PAGE) 

Se realizó con el fin de conocer los pesos moleculares tanto de los extractos crudos como 

de las fracciones pre-purificadas de Carybdea marsupialis. La desnaturalización de las 

muestras en buffer de carga (Buffer reductor SDS con azul de bromofenol) se realizó en 

baño María a 95°C por 4 min en una dilución 1:1, se cargaron 10 µl de muestra y se 

utilizaron 2 µl de estándares conocidos de proteína Precision Plus Protein Kaleidoscope™ 

(250-10 kDa) y Precision Plus Protein Dual Xtra™ (250-2 kDa) (BioRad®). Finalmente los 

geles fueron teñidos toda la noche en colorante azul de Coomasie (BioRad®) para ser 

desteñidos al día siguiente usando agitación por aproximadamente 40 min en una 

solución de metanol (40%), ácido acético (10%) y agua desionizada (50%). 

 

7.5.1 Preparación para ExC1 

 Se realizó un gel de acrilamida al 12.5% para ExC1 del cual se utilizaron 15 mg 

disueltos en 1 ml de agua desionizada. A partir de esta solución stock se realizaron 

diluciones de 10 y 5 mg/ml para ser corridas a 200 V. 

Figura 8. Esquema de obtención de fracciones pre-purificadas mediante ultrafiltración por 
centrifugado y filtración por célula de agitación.  
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 Se realizó un gel de acrilamida al 15% para las fracciones pre-purificadas obtenidas 

del ExC1, de las cuales se utilizaron 0.8 mg disueltos en 50 µl de agua desionizada 

para ser corridas a 112 V. 

7.5.2 Preparación para ExC2 

 Se realizó en gel de acrilamida al 15% para ExC2 y fracciones pre-purificadas, para 

lo cual se utilizaron 5 mg disueltos en 500 µl de las cuales se tomaron 20 µl 

adicionando 20 µl de agua desionizada para ser corridos a 200 V. 

 

7.6 Bioensayos 

7.6.1 Fosfolipasa A2 

Este ensayo está basado en el método modificado de Price y colaboradores (1982), y tiene 

la finalidad de comprobar si las sustancias activas del extracto crudo tienen un efecto 

enzimático. En primer lugar se preparó un gel de agarosa, a partir de las siguientes 

soluciones:  

A) 1 ml de yema de huevo fresco con 3 ml de NaCl al 0.86% 

B)  0.6 g de agarosa en 100 ml de Tris-HCl al 50mM pH 7.95 

C) 0.147 g de CalCl2 en 100 ml de agua destilada 

Se mezclan 1 ml de de solución A adicionando 100 ml de B, más 1 ml de solución C para 

posteriormente repartir a cajas de Petri, usando 15 ml de mezcla en cada caja, se deja 

reposar 3 horas aproximadamente, hasta que gelifique. Posteriormente la caja se divide 

en diferentes secciones en función del número de pozos que se necesitan. Los pozos 

deben medir aproximadamente 5 mm de diámetro.  En el primer orificio se colocarán 20 

µl de control negativo (Agua desionizada) y en el segundo 20 µl de control positivo 

(Veneno de abeja) en los restantes se colocarán las muestras a probar a distintas 

concentraciones, todo esto por triplicado. El veneno de abeja fue obtenido de organismos 

colectados por compañeros del laboratorio exprimiendo con pinzas el aguijón para su 

extracción, se colocó en un tubo Eppendorf™ para ser almacenado a 4°C. La medición de 

los halos de actividad se llevó a cabo a diferentes tiempos 3, 6, 12, 24, 48 horas. Este 

bioensayo se realizó únicamente para ambos extractos crudos obtenidos de Carybdea 

marsupialis.  

Para Exc1 se utilizaron las concentraciones de 10, 5, 2 y 1 mg/ml; sin embargo, los 

resultados no eran muy notorios por lo que se utilizaron concentraciones mayores de 10, 

20, 30, 40 y 50 mg/ml. Para Exc2 se utilizaron las concentraciones de 2, 4, 6 y 8 mg/ml. 
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7.6.2 Citotoxicidad en células cancerosas 

Con el apoyo del Dr. Roberto Arreguín Espinosa de los Monteros y colaboradores del 

Instituto de Química de la Universidad Nacional Autónoma de México, se realizaron los 

bioensayos de citotoxicidad sobre las líneas celulares cancerosas MCF7 (mama) y K562 

(leucemia); como línea celular no cancerosa se utilizaron fibroblastos gingivales humanos 

y como control positivo el anti-neoplásico mitoxantrona. La metodología utilizada fue 

diseñada por el Instituto Nacional del Cáncer (Monks et al., 1991) de la cual se obtiene el 

porcentaje de inhibición en crecimiento celular, por cada línea cancerosa tratada por 

duplicado. 

De acuerdo con la metodología las líneas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-1640 

adicionado con 5% de suero fetal bovino (SFB) y glutamina. Mediante un pase celular se 

obtuvo un sedimento, que fue suspendido en 10 ml del mismo medio de cultivo para 

posteriormente tomar 10 µl de esta suspensión y ser colocados en una cámara de 

Neubauer con 180 µl de azul tripano, para determinar el número de células vivas 

contenidas. Se colocaron en una micro placa de media área, 100 µl de células por pozo 

(aproximadamente 5,000 células), para posteriormente incubar la micro placa por 24 

horas a 37°C a 5% de CO2. Posterior al lapso de incubación, se tomaron 100 µg de fracción 

para ser solubilizada en DMSO, tomando de este stock 100 µl que se adicionaron a cada 

pozo con células, teniendo un volumen final de 200 µl.  

Para obtener los resultados dos procesos son de vital importancia, la fijación y la tinción. 

La fijación nos va a proporcionar la densidad celular a un tiempo 0 (T0) tanto en los 

controles como en la aplicación de tratamiento citotóxico. Esta se lleva a cabo mediante la 

utilización de ácido tricloroacético (TCA) frío al 50%; se aplicaron 50 µl por pozo para ser 

incubados a 4°C por 60 min; luego se realizaron cinco lavados con agua desionizada para 

finalmente desecar a temperatura ambiente. La tinción se llevó a cabo mediante 

sulforodamina B (SRB), ya que con esta tinción se obtienen mediciones estables, desde 

que las células son fijadas hasta el final del periodo de incubación; también es importante 

mencionar que no hay cambios significativos en las densidades ópticas obtenidas, ya que 

estas pueden llegar a variar un 2% en un periodo mayor a 7 días. Se aplicó el colorante 

una vez que la placa se encontrara seca de la fijación, 100 µl de una solución al 0.4% de 

SRB por 30 min a temperatura ambiente. Se lavó tres veces con ácido acético al 1% con el 

fin de remover SRB no fijada, dejándose secar a temperatura ambiente. Finalmente se 

agregaron 100 µl de amortiguador TRIS y se agitó por 10 min para favorecer la disolución 

del complejo y se leyó a 515 nm.  

Los valores de densidad celular a T0 se obtuvieron de la siguiente forma:  

 Células + Medio de cultivo (Control negativo) 
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 Células + Anti-neoplásico (Control positivo) 

 Células + Tratamiento citotóxico  

La siembra celular se llevó a cabo dejándose incubar por 24 h para posteriormente, aplicar 

el tratamiento citotóxico para incubarse por 48 h. Pasado este lapso, se procedió a fijar la 

placa con TCA, teñir con SRB y leer a 515 nm. 

Con las lecturas obtenidas, se realizaron una serie de cálculos que ayudaron a la obtención 

de porcentajes de inhibición de crecimiento, los cuales se desglosarán a continuación: 

 1.- Promedio de valores de fondo (Pozos sin células) 

 2.- Promedio de valores de compuesto (tratamiento citotóxico y/o control positivo) 

 3.- Valor del compuesto = promedio de valores de compuesto-promedio de valores de 

  fondo 

 4.- Densidad óptica del compuesto = Valor del compuesto – valor del compuesto a T0 

  (tratamiento citotóxico y/o control positivo) 

 5.- Ecuación para obtener el porcentaje de inhibición de crecimiento  

% inhibición= 100- [(Densidad óptica del compuesto/ T0 de control negativo)*100] 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 Recolecta de organismos y descarga de nematocistos. 

Se realizaron un total de 7 muestreos en dos sitios diferentes de la Laguna Arrecifal de 

Puerto Morelos, Bahía de Petempich (Sitio 1) y Punta Brava (Sitio 2) mostrados en la 

Figura 9. 

 

Figura 9. Sitios de colecta de Carybdea marsupialis, imagen tomada de Google Earth (2014). 

 

Se capturaron  1,093 organismos durante los meses de septiembre a octubre del año 2014 

y un total de 1,252 organismos en el mes de octubre del año 2015, para dar un total de 

2,345 organismos capturados en ambas temporadas, mediante buceo libre a 

aproximadamente  dos metros de distancia de la playa. Los organismos fueron procesados 

en el Laboratorio de Toxinología de Cnidarios de la Unidad Académica de Sistemas 

Arrecifales del Instituto de Ciencias del Mar y Limnología de la UNAM, donde se cortaron 

los tentáculos. 

Al realizar la descarga de nematocistos, se identificaron los distintos tipos presentes en 

Carybdea marsupialis (Figura 10), siendo en su mayoria microbásico mastigóforo y 

heterotricos microbásico euritele. Posterior a la descarga, los extractos fueron liofilizados, 

los rendimientos de ambos extractos se encuentran detallados en la Tabla 3. 

Los rendimientos presentados en las Tablas 3 y 4 se obtuvieron mediante la siguiente 

fórmula: 

Rendimiento= (Peso seco total * 100) /Peso húmedo total 
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Tabla 2. Concentración de proteína y rendimientos obtenidos de Carybdea marsupialis. 

Peso 

Extracto 
crudo 1 

 

Concentración 
de proteína por 

1mg de peso 
seco 

Extracto 
crudo 2 

 

Concentración 
de proteína por 

1mg de peso 
seco 

Peso total Rendimiento Peso total Rendimiento 

(g)   (g)   

Peso húmedo 
tentáculos 

711.31 100% 

 

208.50 100% 

     
 

  
 Extracto crudo 

liofilizado 
9.10 1.27% 

0.175mg 
8.1 3.88% 

0.147mg 

    
 

  
 Total fracciones pre-

purificadas 
7.40 1.04% 

 

2.70  1.29%  

  

 

 

a b 

c d 

Figura 10. Nematocistos presentes en los tentáculos de Carybdea marsupialis (Mariscal, 1974) observados al 
microscopio a 100X con aceite de inmersión. (a) Heterotricos microbásico euritele (b,c,d) p-Microbásico mastigóforo. 
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8.2 Pre-purificación de extractos crudos y rendimientos 

La ultrafiltración se llevó a cabo utilizando 300 mg de extracto crudo por repetición. Las 

fracciones pre-purificadas obtenidas de dicho proceso así como sus rendimientos, se 

encuentran descritos en la Tabla 4. 

 

Tabla 3. Rendimiento de fracciones obtenidas de Carybdea marsupialis mediante  ultrafiltración y célula de agitación. 

 

Fracción 

Extracto crudo 
1 

  

Extracto crudo 
2 

 Peso total 
Liofilizado Rendimiento 

 

Peso total 
Liofilizado Rendimiento 

(mg)     (mg)   

>30 3780 0.530% 
 

1590 0.760% 

  
     30-10 29.4 0.004% 

 
131.4 0.063% 

  
     10-5 90.4 0.012% 

 
28.5 0.014% 

  
     5-3 44.1 0.006% 

 
85.5 0.041% 

  
     3-1 32.7 0.004% 

 
88.2 0.042% 

    
    <1 3430 0.480% 

 
775.6 0.371% 

       

8.3 Electroforesis (SDS-PAGE) 

Se observa en el ExC1 bandas de diversos pesos moleculares como  250, 150, 125, 75, 50, 

40, 37, 30 y 15 kDa. Por otra parte, el resultado obtenido en ExC2 es muy similar al 

obtenido anteriormente en ExC1, mostrando un patrón de bandas también de diversos 

pesos moleculares como 250, 200, 125, 100, 55, 40, 30 y 15 kDa (Figura 11).    
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De las fracciones extraídas de ExC1 (Figura 12) se observa en el carril a, perteneciente a la 

fracción >30 kDa, una gran cantidad de proteínas de alto y bajo peso molecular de 150, 

100, 37, 25, 20, 17, 13, 10 y 2 kDa. En el carril b, fracción 30-10 kDa, se observan 

ligeramente bandas de 150, 37, 15 y 2 kDa. En el carril c de la fracción 5-3 kDa, se presenta 

una banda única con peso molecular aproximado de 5 kDa. En el carril d de la fracción 3-1 

kDa, se observan dos bandas, una con peso molecular de 10 kDa y una de bajo peso de 2 

kDa. En el siguiente carril e correspondiente a la fracción <1 kDa no se observa la 

formación de ninguna banda. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Electroforesis en gel de acrilamida al 15% con la utilización de estándar Precision Plus Kaleidoscope (K) de 
ExC1 y ExC2 obtenidos de Carybdea marsupialis. 
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Figura 12. Electroforesis en gel de acrilamida al 15% con estándares (K) Precision Plus Kaleidoscope y (D) Precision 
Plus Dual. Realizado con fracciones pre-purificadas de ExC1 de Carybdea marsupialis de (a) >30 kDa, (b) 30-10 kDa, (c) 

5-3 kDa, (d) 3-1 kDa y (e) <1kDa. 

En cuanto a las fracciones obtenidas de ExC2 (Figura 13), en la fracción >30 kDa (a) se 

observan bandas de alto peso molecular correspondientes a 150, 100, 55, 40, 27 y 25 kDa. 

En la fracción de 30-10 kDa (b) se observan bandas de 150, 100, 50, 42, 40, 27, 25, 17 y 15 

kDa. Por último, en la fracción correspondiente a 1 kDa (c) no hay observación de 

bandas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8.4 Fosfolipasas (método modificado de Price et al., 1982) 

 

El bioensayo se realizó con la finalidad de observar que el extracto crudo de C. marsupialis 

presentara actividad enzimática de fosfolipasas; se trabajaron ambos extractos (Figura 14) 

para comparar los resultados obtenidos, donde aparentemente fueron negativos para 

fosfolipasas de tipo A2; sin embargo y de acuerdo con la literatura consultada, puede 

haber una posible actividad de fosfolipasa B. 

 

 

 

Figura 13.  Electroforesis en gel de acrilamida al 15% con estándares (K) Precision Plus Kaleidoscope y (D) 
Precision Plus Dual. Realizado con fracciones pre-purificadas de ExC2 de Carybdea marsupialis de (a) >30 kDa, 

(b) 30-10 kDa, (c) <1kDa. 
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8.5 Citotoxicidad en líneas celulares 

 

Los resultados obtenidos de citotoxicidad realizados en colaboración con el Instituto de 

Química, se encuentran presentados en la Tabla 5. Las fracciones pre-purificadas y 

extractos crudos se trabajaron a concentraciones de 10 y 50 µg/ml de proteína. Las líneas 

celulares utilizadas fueron MCF7 (cáncer de mama), K562 (leucemia), FGH (fibroblastos 

gingivales humanos) como línea celular sana y como control positivo Mitoxantrona.  

Figura 14. Bioensayo de actividad enzimática con posible actividad de fosfolipasa B. En ExC1: (a1) Control 
positivo de veneno de abeja; (a2) Posible actividad de fosfolipasa B; y (a3) Control negativo de agua 

desionizada. En ExC2: (b1) Control positivo de veneno de abeja; (b2) Posible actividad de fosfolipasa B; y (b3) 
Control negativo de agua desionizada. Fotografías tomadas a las 48 h. 
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Tabla 4. Inhibición de crecimiento por actividad citotóxica de C. marsupialis. NC (No citotóxico) 

 
Porcentaje de inhibición del crecimiento 

 
10 µg prot 50 µg prot 

Fracción K562 MCF7 FGH K562 MCF7 FGH 

> 30 kDa ExC1 23.2 6.7 NC 88.17 22.75 NC 
30-10 kDa 

ExC1 15.4 NC NC NC NC NC 

       > 30 kDa ExC2 31.2 NC NC NC NC NC 
30-10 kDa 

ExC2 0.8 NC NC NC NC NC 

       Mitoxantrona 67.2 75.9 56 86.35 60.99 99.14 
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9. DISCUSIÓN 

 

9.1 Descarga de nematocistos 

Para la realización de la descarga se utilizan una gran cantidad de técnicas, se menciona 

que los ciclos de congelado-descongelado aseguran un porcentaje mayor de descarga. Sin 

embargo, la naturaleza termolábil de las proteínas de C. marsupialis aplicando esta 

técnica, puede resultar en pérdida de actividad debido a los cambios drásticos de 

temperatura, por lo tanto no se utilizó (Rottini et al., 1995). 

En las muestras procesadas posterior a la recolecta, la descarga sucedía en poco tiempo, 

aquí únicamente se utilizó la técnica de maceración. Por otro lado, las muestras 

preservadas a -60°C requerían además de maceración, ultrasonido y centrifugación a bajas 

temperaturas (Turner y Freeman, 1969; Keen, 1971; Mustafa et al., 1995). De acuerdo con 

la literatura y conociendo las propiedades de las proteínas de C. marsupialis, se optó por 

la utilización de estas técnicas como las más óptimas y eficientes ya que de esta forma, la 

actividad de las proteínas no se ponía en riesgo. Aunado a esto, a manera de preservar 

esta actividad, se adicionó una pastilla inhibidora de proteasas pues ayudó a proteger el 

extracto de cualquier enzima que pudiera degradas las proteínas (Sánchez-Rodríguez et 

al., 2006).  

9.2 Nematocistos presentes en Carybdea marsupialis 

 

Avian y colaboradores en el año 1997, reportaron tres tipos de nematocistos para esta 

especie: Atricus isorhiza haplonemes, heterotricus microbasico eurytele y holotricus 

isorhiza, en este estudio heterotricus microbasico eurytele fue uno de los más 

abundantes. Con lo anterior puede inferirse que la especie colectada es Carybdea 

marsupialis.  

9.3 Electroforesis SDS-PAGE 

 

De primera instancia, se observó en la distribución de bandas de algunas fracciones, 

proteínas fuera del rango de la fracción. Esto puede ser debido a la estructura globular o 

fibrosa (Laguna et al., 2013) que tienen las proteínas y su paso a través de la membrana al 

momento de pre-purificar. Esto quiere decir que, en lugar de haberse detenido en la 

membrana, su estructura le facilitó el paso ubicándose como proteína fuera del rango de 

peso. C. marsupialis, presentó en su mayoría bandas de alto peso molecular como 30, 37, 

50, 125 y 250 kDa. Resultados aproximados fueron reportados por Sánchez-Rodríguez y 

colaboradores (2006), quienes detectaron bandas de 36, 139 y 220 kDa.  
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Comparando con resultados obtenidos por otros autores para otras especies de 

cubomedusas, se han encontrado proteínas con actividad hemolítica que corresponden a 

altos pesos moleculares. En el caso de Carybdea rastonni se describen toxinas de 43 y 46 

kDa (Nagai et al., 2000a); Carybdea alata presenta tres toxinas de 42, 43 y 45 kDa (Chung 

et al., 2001; Nagai et al., 2000b); Chiropsalmus quadrigatus presenta una toxina de 44 kDa 

(Nagai et al., 2002). Carybdea marsupialis presentó un grupo de toxinas de 220, 139 y 36 

kDa (Sánchez-Rodríguez et al., 2006). Por último, una de las cubomedusas más estudiadas, 

Chironex fleckeri, presenta citolisinas de interés, de las cuales dos están compuestas por 

proteínas de alto peso molecular; una de ellas (370 kDa) se encuentra compuesta por dos 

subunidades de 43 y 45 kDa y otra (145 kDa) está compuesta por  dos subunidades de 39 y 

41 kDa (Brinkman y Burnell 2008).  

 

Como se observa en los estudios realizados, pesos moleculares que oscilan entre 40 y 46 

kDa corresponden a proteínas con actividad citolítica, la cual es de interés particular pues 

es un tipo de actividad que puede afectar a las células cancerosas. C. marsupialis, muestra 

una banda muy marcada entre los 37 y 50 kDa, lo que posiblemente corresponda a la 

presencia de proteínas con este tipo de actividad. En cuanto a la concentración de 

acrilamida, en los estudios anteriores se utilizaron distintas concentraciones que van 

desde 6, 7.5, 10, 12.5 y 15%; en este trabajo se utilizó la concentración de 15% ya que se 

notaba una mejor resolución de bandas, resultado que se comparó tanto en literatura 

como de forma experimental.  

 

9.4 Bioensayos 

9.4.1 Fosfolipasas 

 

Medir la actividad enzimática de fosfolipasa A2 (PA2) es importante ya que es una enzima 

que puede inducir cambios en la composición membranal de las células (García y García, 

2009) ya que actúa rompiendo los enlaces éster (sn-2) liberando ácidos grasos y 

lisofosfolipidos (Six y Dennis, 2000). Al conocer su mecanismo de acción, viene la 

importancia de evaluar ésta actividad enzimática en C. marsupialis, como una alternativa 

para atacar células cancerosas. Por este motivo se utilizó un bioensayo que resultara 

sensible para este tipo de enzima, donde pudiera observarse el efecto de fraccionamiento 

de lecitinas ocasionado por las PA2, en el gel realizado con yema de huevo (Haberman y 

Hardt, 1972). Sin embargo, como se mencionó anteriormente en la sección de resultados, 

se obtuvo resultado negativo para PA2 y posible resultado positivo de fosfolipasa B (PB). 
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Haberman y Hardt (1972) describen la formación de un halo transparente seguido de un 

halo turbio, como respuesta a la presencia de PB. Este resultado se observa conforme 

pasa el tiempo, incrementando la turbidez del halo. El bioensayo realizado no era 

particularmente sensible para PB, por lo que el resultado obtenido es una posibilidad de 

que esta enzima se encuentre presente en C. marsupialis, sugiriéndose en un futuro la 

utilización de un bioensayo particularmente dirigido a medir la actividad de PB. 

Sin embargo, en el estudio realizado por Rottini y colaboradores (1995), la presencia de 

fosfolipasa es negativa para esta especie. El experimento fue realizado mediante la 

obtención de fosfolípidos de eritrocitos, los cuales fueron incubados con extracto de C. 

marsupialis, evaluando su actividad en cromatografía de capa fina sin resultado positivo. 

Por otro lado, en un estudio realizado para medir la presencia de PA2 en distintos 

cnidarios, se concluye que la presencia de PA2 en cnidarios, se encuentra hipotéticamente 

relacionada con la toxicidad propia del organismo,  en el estudio realizado con las especies 

de cubomedusas Chironex fleckeri (tentáculos), Carybdea rastonii (tentáculos)  y Carukia 

barnesi (organismo completo)  se observaron las heridas provocadas y la cantidad de PA2 

presente en los extractos obtenidos. Se encontraron altos niveles de PA2 en C. fleckeri y su 

contacto provocó principalmente dermonecrosis; para C. rastonni se obtuvo niveles bajos 

de PA2 y el contacto provocó en su mayoría eritema y por último C. barnesi no obtuvo 

respuesta significativa en niveles de PA2 así como en lesiones ocasionadas (Nevalainen et 

al., 2004). De acuerdo con lo anterior, Carybdea marsupialis es una especie que no causa 

lesiones graves, de esta forma se infiere que los niveles de PA2 no son altos. 

   9.4.2 Citotoxicidad en células cancerosas 

 

De las fracciones pre-purificadas obtenidas se probaron principalmente las de alto peso 

molecular, ya que distintos autores han reportado toxinas con actividad citotóxica en un 

rango de 40-46 kDa para las cubomedusas Carybdea alata, Carybdea rastoni, 

Chiropsalmus quadrigatus y Chironex fleckeri (Nagai et al., 2000a, 2000b; Brinkman y 

Burnell, 2009). De esta forma se esperaba encontrar actividad citotóxica en las fracciones 

probadas. 

En cuanto a estudios realizados previamente sobre la línea celular de cáncer de mama 

MCF7, se trabajó con la medusa Cotylorhiza tuberculata, cuyo extracto crudo fue 

fraccionado mediante el solvente orgánico acetonitrilo, el cual permite de manera 

eficiente la precipitación de proteínas de alto peso molecular. Dicho fraccionamiento se 

observa en capas que se van formando en el extracto crudo (capa superior, intermedia e 

inferior). De esta manera, en el extracto se formaron tres capas las cuales fueron 

consideradas como fracciones, siendo la capa inferior la que presento mayor 
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concentración de proteína. Se realizó un bioensayo sobre la línea celular MCF7 probando 

las tres fracciones, a concentraciones de 0.0005, 0.0025, 0.005, 0.0075 y 0.015 µg/ml de 

proteína. En el estudio se observa de forma inmediata una relación dosis-respuesta: la 

fracción correspondiente a la capa superior a una concentración de 0.015 µg/µl disminuyó 

la viabilidad celular aproximadamente un 60%, la fracción de la capa intermedia a una 

concentración de 0.08 µg/µl disminuyó la viabilidad celular aproximadamente 40%, 

mientras que la fracción correspondiente a la capa inferior a una concentración de 0.08 

µg/µl redujo la viabilidad celular aproximadamente un 50% (Leone et al., 2013).  

Comparado con C. tuberculata, C. marsupialis no presentó citotoxicidad sobre la línea 

celular MCF7, ya que a una concentración proteica mucho mayor que las utilizadas 

anteriormente, 10 µg/ml, inhibió el crecimiento celular un 6.7%. Además, los autores 

atribuyen que parte de la respuesta citotóxica obtenida por C. tuberculata no puede estar 

ligada únicamente a la cantidad de proteína contenida en las fracciones, sino a otra clase 

de compuestos que pudieran encontrarse dentro de estas fracciones, como fitoquímicos 

que provengan de las algas simbióticas presentes en C. tuberculata (Leone et al., 2013).  

Simmons y colaboradores (2005) mencionan que en algunas ocasiones la actividad 

citotóxica puede ser atribuida a procesos microbianos o simbiosis que se puedan 

presentar en el organismo de estudio. Sin embargo, C. marsupialis no presenta dichas 

relaciones por lo que su citotoxicidad es únicamente propia.     

En lo que respecta a la línea celular de leucemia mieloide crónica K562, Stabili y 

colaboradores (2015) realizaron un estudio con la anémona Actinia equina. Obtuvieron un 

extracto crudo proveniente del mucus producido por el organismo, del cual se probó si 

presentaba actividad citotóxica a distintas concentraciones de proteína. A 

concentraciones de 800 y 400 µg/ml las células fueron afectadas un 62% y 58% 

respectivamente. En otro estudio realizado con la medusa Pelagia noctiluca sobre la 

misma línea celular se obtuvo un extracto crudo que fue fraccionado mediante 

cromatografía de exclusión molecular obteniéndose cuatro fracciones (Fracciones 1 y 2 de 

alto peso molecular; fracciones 3 y 4 de bajo peso molecular). Tanto el extracto crudo 

como las fracciones se utilizaron en el bioensayo de citotoxicidad a concentraciones que 

fueron desde 5-100 µg/ml de proteína, observándose patrones dosis-respuesta. Los 

resultados más significativos se presentaron en las fracciones 1 y 3 donde a partir de 

concentraciones de 50 µg/ml se observó una disminución en la viabilidad celular de más 

de 50% (Ayed et al., 2016).  

Comparado con A. equina y P. noctiluca, la cubomedusa C. marsupialis presentó una 

actividad citotóxica mayor, utilizando una fracción de alto peso molecular a una menor 

concentración de proteína. Si bien, con P. noctiluca se probaron distintas fracciones e 
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incluso su fraccionamiento fue más fino que el realizado con C. marsupialis, la actividad 

citotóxica fue mayor en esta última a la misma concentración de proteína.  

Referente a la actividad citotóxica sobre líneas celulares no cancerosas, fibroblastos 

gingivales de humanos sanos, C. marsupialis no presentó este tipo de actividad comparada 

con el anti-neoplásico mitoxantrona, el cual sí afectó dichas células. Monroy-Estrada y 

colaboradores (2013) mencionan la afinidad de las citolisinas hacia células enfermas y/o 

dañadas, debido a sus expresiones genéticas, metabolismo y características de 

membrana. Por lo tanto, el resultado obtenido en cuanto a la afinidad hacia las células 

cancerosas convierte a C. marsupialis en una especie idónea en el futuro desarrollo de 

fármacos contra el cáncer. 

Sin embargo, las fracciones y extractos crudos probados en el bioensayo no están exentos 

de perder su actividad en el desarrollo del experimento, sobre todo por la naturaleza 

inestable de las proteínas presentes en C. marsupialis; su termolabilidad no les permite 

funcionar adecuadamente disminuyendo su actividad (Brinkman y Burnell, 2008). Por otro 

lado, esta pérdida de actividad puede surgir desde los procesos de purificación, por lo que 

la liofilización es un proceso que ralentiza este proceso (Sánchez-Rodríguez et al., 2006). 

Debido a esto, es posible que al realizar el experimento la actividad citotóxica pueda verse 

mermada. 

En lo que respecta a productos naturales marinos como fármacos para tratamiento contra 

el cáncer, la mayoría de los compuestos obtenidos de organismos marinos para este 

mismo propósito resultan en su mayoría ser péptidos (Haefner, 2013; Simmons et al., 

2016). Por este motivo es difícil comparar los trabajos realizados con el presente estudio, 

pues en su mayoría dichos estudios hablan de otro tipo de compuestos de origen no 

proteico. Por lo tanto, los resultados obtenidos de C. marsupialis y sus fracciones proteicas 

pre-purificadas aportan información importante en cuanto a potencial biológico. 
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10. CONCLUSIONES  

 

El método de homogeneización (maceración) es una buena alternativa para descargar 

nematocistos, principalmente si las muestras son trabajadas en fresco y/o no llevan 

demasiado tiempo de almacenamiento. De no ser así, adicionalmente los métodos de 

ultrasonido y centrifugación a bajas temperaturas también favorecen la descarga de 

nematocistos.  

 

La técnica de pre-purificación es una buena alternativa para realizar un primer 

fraccionamiento de extracto crudo. Sin embargo, la forma de algunas proteínas puede 

favorecer su paso a través de las membranas y de esta forma se pueden tener proteínas 

fuera del rango de peso en el fraccionamiento.  

 

C. marsupialis no presentó actividad enzimática de fosfolipasa A2. Por otro lado, podrían 

presentar una posible actividad de fosfolipasa B. Se considera, a futuro, la utilización de 

una prueba específica para este tipo de fosfolipasa. 

 

C. marsupialis no presentó actividad citotóxica considerable en la línea celular cancerosa 

MCF7 (cáncer de mama). 

 

El extracto >30 kDa presentó actividad citotóxica sobre la línea K562 (leucemia) de manera 

equiparable a la mitoxantrona, mientras que no causo citotoxicidad en células sanas de 

fibroblastos gingivales humanos.  

 

C. marsupialis, presentó mayor actividad citotóxica sobre la línea celular K562 a una 

menor concentración de proteína, comparada con la anemona A. equina y la medusa P. 

noctiluca.  

 

Existen muy pocos estudios enfocados a proteínas con algún tipo de bioactividad; la 

mayoría de los estudios realizados en cnidarios están particularmente enfocados a otro 

tipo de compuestos.  
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