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RESUMEN

Las anemonas han desarrollado a lo largo de la evolucion mecanismos de defensa
entre los que destaca la producciéon de compuestos bioactivos para hacer frente a un
medio competitivo por los recursos y los nutrientes. La presencia de nematocistos,
caracteristica exclusiva de los celenterados a la que se asocia su toxicidad. La
mayoria de las toxinas son proteinas y sustancias de bajo peso molecular, que tienen
como sitio blanco de accion general las enzimas, los receptores, canales idnicos y
membranas. El efecto letal y paralizante de la toxina parece ser causado, en su mayor
parte, por las proteinas que actuan directamente sobre las neuronas colinérgicas por
ser cardio y neurotéxicas, producen un enlentecimiento en el proceso de inactivacién
de la corriente de Na® y prolongan los potenciales de acciéon. Estos compuestos
peptidicos tienen diferentes actividades biolégicas entre ellas se encuentran
propiedades antitumorales, inmunodepresivas y con gran actividad en los canales
ibnicos. Para conocer los compuestos que tienen actividad biolégica, es necesario
realizar una purificacion de los compuestos. La anémona Lebrunia danae
(Duchassaing & Michelotti, 1860) presenta una distribucién en el Atlantico desde
Bermuda hasta el sur de Brasil, al ser considerado como un cnidario toxico se propuso
el estudio de las toxinas en el presente trabajo. Se colectaron organismos en la
Laguna Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo, posteriormente se descargaron los
nematocistos por el método de Kem et al., (1989), obteniendo extracto crudo que fue
separado en dos partes, el primero para determinar su actividad biologica y el segundo
tratado de forma organica para determinar actividad en células de cancer y canales
ibnicos. Se cuantifico la proteina presente en el extracto crudo por el método de
Bradford (1976) y por medio de electroforesis en SDS-PAGE se determino el peso
molecular de las proteinas (Laemmli, 1970). La caracterizacién bioldgica se realizo con
el primer extracto mediante bioensayos neurotoxico en Ocypode cuadrata y citotdxico
en Artemia salina 'y Harengula humeralis evaluando su actividad mediante hemolisis
en eritrocitos tipo A*, B* y O". La determinacion de la actividad en el extracto organico
fue caracterizada mediante fase reversa y ensayos citotoxicos en células H460 y
canales idnicos de Na’. Se encontraron tres distintos tipo de nematocistos:
microbasico amastigoforo, macrobasico amastigoforo y espirocistos. La electroforesis
del extracto crudo de L. danae presento proteinas con peso molecular de 10, 13.8, 21,
25 y 35KDa y una concentracion promedio de 0.553mg proteina /ml, en cuanto a la
hemolisis no encontramos diferencias significativas entre los tres distintos tipos de
eritrocitos evaluados; la actividad citotéxica en Artemia con una CLsy de 2.889 mg de
extracto crudo/ml y en H. humeralis con 0.05mg extracto crudo/ml. Solo una de las 4
fracciones purificadas del extracto crudo presento actividad neurotéxica en menos de
5 minutos, esta fraccion fue aislada en HPLC. Dentro el extracto organico se encontrd
un efecto excitador del canal iénico de Na* entre el rango de 1.065 y 1.699 ug/mL y
actividad en la linea celular (H460) cancer de pulmén entre el rango de 0.605 y 2.049
ug/mL.
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1. INTRODUCCION

El medio marino alberga una gran cantidad de especies que han sido explotadas
en todo el mundo, tanto para consumo humano directo, como para aislar sustancias
bioactivas y otros compuestos. Las condiciones variables y en ocasiones extremas del
ambiente marino, han generado una serie de adaptaciones fisiolégicas en los
organismos que ahi habitan, tales como la producciéon de toxinas y enzimas (Prior

Mier, 2002).

El phylum Cnidaria contiene mas de 10 000 especies divididas en tres clases:
Hydrozoa (hydra), Scyphozoa (medusas) y Anthozoa (anémonas y corales) (Campbell,

1993; Gomez, 2004).

Las anémonas son organismos que presentan forma de poélipo adaptada a la vida
bentdnica sésil con una distribucién que abarca la mayoria de los habitats desde las
zonas tropicales hasta el artico y de la zona intermareal hasta la zona pelagica. En
promedio las anémonas marinas miden de 1.5 a 5.0cm de longitud, con un diametro
que va desde 4mm hasta mas de un metro. Su color varia dependiendo la especie

(Barnes, 1980).

La simetria de las anémonas es radial en el eje oral aboral (Fig. 1) y esta
constituido en forma de bolsa con una sola apertura, rodeada de tentaculos, que sirve
como admisién del alimento y como emision de los residuos no digeribles (Hickman,
1994). Su estructura consiste de un saco digestivo rodeado de una red nerviosa, una
regiébn gonadal, una region muscular delgada y una pared de proteccion. Para su

protecciéon, cuentan con estructuras secretoras de sustancias adhesivas que le



permiten cubrirse de arena, conchas y otros objetos. A pesar de ser un mecanismo, su
poca movilidad la hace presa de anguilas, estrellas, lenguados, nudibranquios,

bacalaos, entre otros (Gosner, 1978 en Gémez, 2004).
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Figura 1 Estructura de una anémona (vista longitudinal) (Figura tomada de
web.nhm.ku.edu en Mayo 2009).

Las anémonas se alimentan de varios invertebrados y algunas especies de gran
tamano son capaces de atrapar peces. La presa es paralizada por los nematocistos,
atrapada por los tentaculos, llevada por ellos a la boca y por accién de los muasculos

radiales de los mesenterio, la presa es engullida (Barnes, 1980).

Su reproduccion comunmente es asexual por fisién, pueden ser hermafroditas o
dioicos (Barnes, 1980). Su respiracion y excrecion es realizada por simple difusién en

cualquier parte de su superficie corporal. Su sistema nervioso es simple, formado por



células localizadas entre la mesoglea y que unen el ectodermo con el endodermo. No

presentan cerebro o centro coordinador de los impulsos nerviosos.

Todos los cnidarios producen cnidocistos o cnidae, que son organelos para
inmovilizar a sus presas, los cuales pueden ser aglutinantes, envolventes o
penetrantes, siendo los espirocistos, ptycocistos y nematocistos (Fig. 2). Los Unicos
cnidarios que son capaces de secretar los tres tipos de cnidae son los antozoos y
precisamente los actinarios son los que presentan en su mayor diversidad morfolégica

con respecto a otros antozoos (Shick, 1991; Prior Mier, 2002).
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Figura 2 Cnidae representativos del Phyllum Cnidaria, mostrando condicion cargada y
descargada del cnidae dentro del cnidocito (Figura tomada de web.nhm.ku.edu en Mayo

2009).

Las anémonas contienen una variedad interesante de compuestos biolégicamente
activos, incluyendo algunas toxinas potentes (Mathias et al., 1960; Beress, 1982; Eno

et al.,, 1998). Por esta raz6n muchos investigadores ponen especial atenciéon en la



actividad bioloégica de la proteina molecular de varias especies de anémonas (Eno et

al., 1998).

La mayoria de las toxinas son proteinas y sustancias de bajo peso molecular, que
tienen como sitio blanco de accion general las enzimas, los receptores, los canales

ibnicos y las membranas (Castafieda, 2000).

Las caracteristicas fisicas y quimicas de las proteinas varian enormemente debido
a las diferencias en la secuencia de los aminoacidos. Los aminoacidos unidos a la
cadena polipeptidica pueden ser positiva 0 negativamente cargados, ser neutrales y
polares o neutrales e hidrofébicos. Aunado a esto, la formacion de estructuras
secundarias y su plegamiento para dar lugar a la estructura terciaria dan como
resultado una forma, tamano y distribucién de los residuos sobre la superficie de la
proteina que la hacen unica. Estas diferencias hacen posible separarla de una gran
mezcla, aun cuando se encuentren otras sustancias, como acidos nucleidos,

polisacaridos o lipidos (Marshak, 1996 en Prior Mier, 2002).

De acuerdo a su peso molecular, se pueden diferenciar entre tres grupos de

polipéptidos aislados de cnidarios (Halstead, 1984):

1) 2000 a 3000 Daltones
2) 4000 a 6000 Daltones

3) 10000 a 300,000 Daltones

Y de acuerdo a su modo de accion las toxinas de anémonas pueden ser divididas

en neurotoxicas (rara vez exceden los 5KD), que interactian con canales ibnicos y las



citolisinas (generalmente de 20KD), las cuales danan las membranas formando poros

o canales (Samejima, 2000 en Prior Mier, 2002).

Las neurotoxinas de anémonas son de particular interés ya que actdan
disminuyendo la tasa de inactivacion de canales de Na* y por lo tanto prolongan la
fase de repolarizacion en membranas excitables. Esto causa una liberacion excesiva
de neurotransmisores que da lugar a convulsiones y pardlisis de la presa (Shick, 1991

en Prior Mier, 2002).

Las citolisinas son un grupo heterogéneo de proteinas que no parecen unirse a
receptores en la membrana celular y algunas veces presentan afinidad por ciertos
lipidos, como la esfingomielina, siendo las citolisinas una de los principales
constituyentes del veneno de las anémonas. En la actualidad se han aislado més de
30 de estas proteinas de aproximadamente 20 especies diferentes de anémonas. La
funciébn de algunas citolisinas puede ser litica pero su principal efecto sera la
produccion de dolor, inflamacion y paralisis neuromuscular (Shick, 1991 en Prior Mier,

2002).

Las toxinas de los cnidarios contienen un cierto numero de compuestos
cuaternarios de los cuales la tetramina es toxicolégicamente, el mas activo. También
contienen 5-hidroxiltriptamina, histamina, liberadores de histamina y proteinas de peso
molecular relativamente bajo. El efecto letal y paralizante de la toxina parece ser
causado, en su mayor parte, por las proteinas que actuan directamente sobre las
neuronas colinérgicas (Findlay et al., 1965 en Prior Mier, 2002). Estos compuestos

peptidicos tienen diferentes actividades biolégicas entre ellas se encuentran



propiedades antitumorales, inmunodepresivas y con gran actividad en los canales

ionicos (Helmer de la Cotera et al., 2002 en Torrens, 2004).

En estudios recientes se ha mostrado que la expresion de ciertos canales puede
estar ligada al comportamiento biolégico de lineas celulares cancerigenas especificas,
por ello las toxinas de las anémonas son de gran importancia en el analisis de canales
de Na" dependientes de voltaje. Estas toxinas se unen a la cara extracelular del canal
en el locus llamado sitio 3 y selectivamente retarda la inactivacion corriente,
principalmente por inhibir las transiciones del canal abierto, al estado inactivado
prolongando el potencial de accién a través de la cinética de su capacidad para
enlazar con el sitio 3 extracelular (entre S3 y S4 en DIV) sobre canales de Na, en una

forma dependiente de potencial de membrana.

En el presente trabajo se propone purificar y caracterizar compuestos bioactivos de
la anémona Lebrunia danae , observar la actividad que presenta en canales idnicos de

Na* y en células cancerigenas de pulmén (H460).



2. ANTECEDENTES

La primera caracterizacion de una anémona fue realizada en 1968 cuando Shapiro
purificé una toxina de Condylactis gigantea (Shapiro, 1968; Bosmans, 2007). Esta
toxina aparecié a causa del incremento en la accién potencial de la duracién en el

axon de la langosta gigante.

Todas las anémonas poseen nematocistos urticantes, utilizados como defensa y/o
captura de sus presas, por ello es de especial interés su estudio y efectos sobre los
organismos. En los nematocistos de Aiptasia pallida se encontr6 que la actividad
hemolitica en células de conejo y la actividad de la fosfolipasa A son requeridas por
los iones de calcio, que actuan sobre la membrana de fosfolipidos degradando asi las

células rojas (Hessinger., et al, 1974).

A partir de Anemonia sulcata se aislaron y caracterizaron dos toxinas, la Toxina |
(ATX I con DL50 2 pg/kg) y la Toxina Il (ATX Il con DL50 2 ug/kg). Ambas toxinas son
polipéptidos de peso molecular medio (MW 5000) con efecto paralizante en crustaceos
y mamiferos. ATX Il tiene como caracteristica particular el discriminar entre canales
de sodio de diferentes células de especies animales a diferencia de otros organismos
que no tienen este poder discriminante (Béress et al, 2000). Con pequenas
modificaciones de esta técnica se encontraron cuatro toxinas en la anémona
Condylactis aurantiaca (CTX I; II; 1l 1V) y dos toxinas en Bolocera tuediae (BTTX |y

Il) (Béress & Zwick, 1984).

Pocos afios después, mas de 50 toxinas activas a canales de Na® habian sido

identificadas, donde la primera caracterizacibn de estas proteinas son las



estimulaciones cardiacas y neurotédxicas (Barhanin et al., 1981; Sdnchez - Rodriguez y

Cruz-Vazquez, 2006; Bosmans, 2007).

Scheuer (1986) y Rinehart et al. (1990) mencionan que existen compuestos
quimicos que provienen de fuentes marinas que tienen actividad bioldgica; entre los
mas importantes se encuentran los agentes antitumorales, antivirales, antibacterianos,
anti-leucémicos, antiinflamatorios, reguladores de secreciones gastricas, neurotéxicos

entre otros (Kelly, 1997).

Kem y Dunn (1988), encontraron dos toxinas con actividad hemolitica a partir de la
anémona Stichodactyla helianthus, la Esticolisina | (Stl) y Esticolisisna Il (Stll),
correspondiendo la primera de ellas a la citolisina lll descrita por Blumenthal y Kem
(1983) y la segunda de ellas presenta la misma secuencia amino terminal del
polipéptido C1 de Kem y Dum (Lanio et al., 2001). Esta anémona present6 actividad
bloqueadora de canales de potasio, no existiendo homologia con otros péptidos
blogueadores de los mismo canales como el caso de Bunodosoma granulifera

(Castaneda et al., 1995).

En 1991, Norton propuso una clasificacién de polipéptidos de anémonas, dividido
este grupo en tres clases, dos de ellas con moléculas que contienen 16-19 residuos de
aminodacidos (tipo 1 y 2) y una comparacién pequena fue el otro grupo tipo 3, que
comprende a los polipéptidos que contienen de 27-32 residuos (Norton, 1991; Honma

et al., 2003; Bosmans, 2007).

La identificacibn de toxinas polipéptidas en invertebrados marinos, es un

instrumento de identificacion, purificacion y caracterizacién de voltaje sensible en



canales de Na. En la anémona Anthopleura xanthogrammica se identificé y caracterizé
el nivel del canal toxico de sodio en cultivos celulares de neuroblastoma y lineas
celular de tumor de ratas. Encontrando seis nuevas toxinas, cinco de estas nuevas
isoformas similares al tipo | de 47 polipéptidos nativos de Anthopleura elegantissima,
Anthopleura fuscoviridis y Anemonia sulcata, pero uno aparenta ser la unién de dos
previamente identificados de 49 residuos de toxina de A. xanthogrammica. La nueva
fraccién téxica de 49 residuos, PCR 3-7, interactia con el canal de sodio con una alta

afinidad en el intercambio de sodio (Kelso & Blumenthal, 1998).

En la purificacion y caracterizacion de dos diferentes lectinas de la anémona
Bunodeopsis antillienis, se encontrd6 que presenta un compuesto hemoglutinante con
actividad en la sangre humana tipo A (N-acetilgalactosamina-galactosa-fructosa) con
peso molecular de 28,900 por media de masa espectral, y con la sangre humana de
tipo B (galactosa-galactosa-fructosa) con tres fracciones (BAA-B1-3). Los pesos
moleculares de BAA-B (1), BAA-B (2) y BAA-B (3) son 39,350, 28,300 y 17,550

respectivamente y solo en la fraccion 3 presentd hemoglutinaciéon (Fenton et al., 2003).

No hay muchos trabajos relacionados con la accién que ejercen las toxinas de
anémonas en insectos o mamiferos (Pelhate et al, 1984; Bosmans, 2007); en
comparacion con el escorpién a- y B-toxinas (Cohen et al., 2005; Ye et al., 2005;
Bosmans, 2007), que de este ultimo existe una mayor investigacion. Norton (1991),
elaboré un trabajo sobre distintas actividades de toxinas aisladas de anémonas,
realizados en cangrejos y ratones encontrando la dosis letal media (DLsy) que

presenté cada uno de ellos ante cada toxina. La mayor actividad se presenté en el
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raton con la toxina Sh-l1 >15 000 (ug/kg), seguida de ATX-l >4000 (ug/kg) y en el

cangrejo con las toxinas AFT-1y Il de 100-150(pg/kg) (Bosmans, 2007).

Rivero, A., et al (2003) encontraron que Lebrunia danae contiene 0.066mg de

proteina asi como presencia inhibidora total de metalo carboxipeptidasas de 25.79Ut y

una actividad especifica de 5.34U/mg quienes constituyen una clase importante de

enzimas de diversa localizacién y gran variedad de funciones asi como en procesos

patogénicos tales como: respuestas alérgicas e inflamatorias, artritis reumatoidea,

enfermedades circulatorias, diabetes tipo |, Hepatitis B, entre otros (Skidel, 1996),

procesos de coagulacion/fibrinélisis, mecanismos de defensa y cancer, resultando con

ello ser una fuente potencial de este tipo de inhibidor.

Tabla | Toxinas aisladas a partir de diferentes especies de anémonas (Prior Mier, 2002)

ESPECIE TOXINA AISLADA REFERENCIA
Palythoa caribaeorum C-PTX Béress L., et al., 1983
Anthopleura APE1 - APE5 Bruhn T., et al., 2001
elegantissima

Antho — Rpamida (ll)

Cartensen K., et al., 1992

(1993)

Antho — RFamida

Antho — RWamida

Antho — RNamida

Grimmelikhuijzen CJ et

al., 1990
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Anthopleura Ax1 & Ax2
xanthogrammica
ApA Norton TR., 1976
Stichodactyla Shl Kem W.R., et al., 1989
helianthus
ShK Castaneda et al., 1995
St | & Stll Lanio M. E., 2001

Actinia equina

Equinatoxinas | & Il

Komatsu S., et al., 1992

Actinia cari

Caritoxinas I, Il'y 1l

Actinia tenebrosa

Tenebrosin - C

Galletis P., et al., 1990

Heteractis magnifica

EnT

Dos citolisinas

Khooks et al., 1993

Halicurias sp. Halicurina Ishida M., et al., 1997

Stoichactis kenti kenitina Bernheimer AW & Lai CY
1985

Condylactis aurantiaca | Toxinas |, I, lll y IV Béress R., et al., 1976

Callieatis parasitica Calitoxina Cariello L., et al., 1989

Urticina piscivora Cline E., et al., 1995
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En cuanto a tratamientos farmacolégicos que utilizan compuestos aislados de
anemonas se encuentran los estimulantes cardiacos (Devi et al., 2006) por mencionar

algunos, asi como los mencionados en la tabla Il. .

13



Tabla Il Compuestos presentes en cnidarios (Devi et al., 2006).

CLASE DE ORGANISMO | QUIMICA ACTIVIDAD MECANISMO | CIUDAD | REFERENCIA
FARMACO/ FARMACOLOGICA MOLECULAR
COMPUESTO DE ACCION
Cardiovascular/ | Actinia equina | Proteina | Cardiotéxico liberacién LDH | SLOV Bunc et al.,
Equinatoxina 1999
Equistatina Actinia equina | Proteina | Cisteina proteinasa y Actividad SLO Lenarcic y
catespina D inhibicién inhibitoria Turk, 1999
Obelin Obelia Proteina | Bioluminiscencia basada | Competencia USA Matvev et al.,
longissima en inmunoensayo de con obelin- 1999
pequenos péptidos octapetido
proteina en
fusién
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Por otro lado y en mayor cantidad se encuentran compuestos de las esponjas
marinas que son utilizados como tratamientos del asma, cancer, antibidticas y

antiinflamatorias (Devi et al., 2006).

Por mencionar algunas esponjas con compuestos anticancerigenas se encuentran
las especies: Halichondria okadai, = Psammaplysilla sp., Discodermia dissolute,
Cymbastella sp., Jaspis digonoxea, Agelas mauritianus con sus compuestos
correspondientes E7386 halichondrin B derivado, NVP-LAQ824 Psammaplin derivado,
Discodermolide, HTI-286 Hemiasterlin derivado, LAF-389 Bengamide B derivado,

KRN-700 Agelasphin derivado (Simmons et al., 2005).

Por otro lado algunos compuestos de los organismos tratados en enfermedades se
encuentran los arrecifes de coral, se sabe que contienen compuestos antiinflamatorios
y anticancerigenos, moluscos con compuestos utilizados en funciones de los
receptores nicotinicos en el cerebro, como Alzheimer, Parkinson y la epilepsia asi
como los Bryozoarios en enfermedades tratadas con quimioterapia como la melanoma

y la leucemia (Devi et al., 2006).

Lebrunia danae

La anémona Lebrunia danae pertenece a la subclase Zoantharia, familia Aliicidae
del orden Actinaria, su distribuciéon abarca en el Atlantico desde Bermuda hasta el sur
de Brasil, localizada cerca de arrecifes coralinos a una profundidad de 2 a 40 metros.
Esta especie tiene como caracteristica principal dos tipos de tentaculos, primarios y

secundarios (Fig. 3). Los primarios son tipicos de la mayoria de las anémonas
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mientras que los secundarios son distintivos de esta especie (Cunnigham y Goetz,

1996; Cruz, 2004).

Cruz-Vazquez en el 2004 aislé y caracteriz6 biolégicamente las substancias activas
presentes en la anémona Lebrunia danae, evaluando la actividad biolégica por medio
de bioensayos con sangre de borrego, vaca y cerdo; citotdxico con Artemia salina 'y
neurotdxico con cangrejos. Con una actividad hemolitica de 0.006 a 0.236mg de
proteina/ml, una CLs, de 2.82mg/ml de extracto crudo neurotéxica a partir de
concentraciones de 6mg/ml de extracto crudo. Solo diez de 25 fracciones purificadas
del extracto crudo, presentaron actividad neurotéxica mayor que el extracto crudo

produciendo la muerte de los cangrejos en menos de cinco minutos.

Figura 3 Lebrunia danae (Duchassaing & Michelotti, 1860)
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar, purificar y caracterizar los compuestos bioactivos presentes en la anémona

Lebrunia danae.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar micrografias de los cnidocistos presentes en la anémona Lebrunia

danae.
2. Cuantificar y determinar proteina en extracto crudo

3. Determinar mediante el bioensayo del cangrejo la DLs utilizando el extracto

crudo.
4. Determinary cuantificar el grado de hemdlisis en el extracto crudo.
5. Purificar los compuestos activos mediante cromatografia de liquidos.
6. Aislar los compuestos activos presentes en los nematocistos de la anémona.

7. Determinar mediante el bioensayo de electrofisiologia si los péptidos aislados

actuan a nivel de receptores y /o canales iénicos.

8. Determinar la actividad en células anticancerigenas
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4. METODOLOGIA

4.1 AREA DE RECOLECTA DEL ORGANISMO

Las anémonas de la especie Lebrunia danae se recolectaron en la Laguna
arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo, situada a los 20°50" de latitud Norte y
86°55' de longitud Oeste, posee un sistema arrecifal de barrera con orientacién norte-
sur, con una altura promedio sobre el nivel medio del mar de 10m. En la parte norte de
Quintana Roo, el suelo es del tipo terra-rosa, mientras que hacia el sur predominan los

suelos que son ricos en humus (SEP, 1982 en Merino-lbarra y Otero-Davalos, 1991).

El arrecife esta compuesto por corales esclerinos, gorgonaceos, algas y otros
organismos asociados; la zona marina estd dividida en la laguna arrecifal, arrecife
posterior, cresta arrecifal y arrecife frontal (Jordan et al., 1981 en Merino-lbarra y

Otero-Davalos, 1991).

La zona es de caracter tropical, con tres vientos dominantes: 1) los Alisios,
presentes durante todo el afo y en particular en verano, con una velocidad media de
30m/seg, soplando generalmente de noroeste a suroeste; 2) los noreste, que se
presentan durante otofio y el invierno en la parte norte de Quintana Roo; 3) los
ciclones, cuyos movimientos giratorios alcanzan grandes velocidades y azotan al
estado, principalmente durante los meses de agosto, septiembre y octubre (SEP, 1982

en Merino-lbarra y Otero-Déavalos, 1991).

El régimen de mareas en el area corresponde al tipo mixto semidiurno, de baja

amplitud (Merino y Otero, 1991).
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Durante la mayor parte del afo los arrecifes del parque nacional estan expuestos a
olas generadas por los vientos Alisios. En la laguna arrecifal las olas son bajas ya que
la barrera arrecifal funciona como eficiente disipador de la energia del oleaje; (Merino
y Otero, 1991) midiendo una altura de 0.14m en la zona de playa y un periodo de

aproximadamente 2 segundos (Contreras et al., 2000).

Los valores de salinidad registrados, entre 1993 y 1995, por el proyecto

CARICOMP, tuvieron una media de 36.0ppm (Merino y Otero, 1991).

Determinaciones realizadas por el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia de la
UNAM (ICMyL) (1984), durante el periodo marzo de 1982 a julio 1983, indican un valor

promedio de oxigeno disuelto de 4.99ml/l (Contreras et al., 2000).

Las aguas costeras presentan un caracter oceanico y oligotréfico, con gran
estabilidad vertical, temperatura entre los 24.75 y 32.85°C, su pH promedio de 8.34 y

la alcalinidad de 2.47 (meg/l) (Merino y Otero, 1991).
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GOLFO
DE
MEXICO

Figura 4 Area de colecta de la anemona Lebrunia danae (tomado de Merino-lbarra y
Otero Davalos, 1983).

4.2 RECOLECCION DE ORGANISMOS, EXTRACCION, DESCARGA E
IDENTIFICACION DE NEMATOCISTOS POR MEDIO DE CAMBIO

OSMOTICO Y TERMICO.

La recoleccion de anémonas Lebrunia danae fue mediante el uso de buceo SCUBA
en la zona conocida como “La Bocana” que es la entrada de la Laguna arrecifal de

Puerto Morelos. Los organismos se encontraban adheridos a las rocas y corales de la
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zona, los cuales se removieron con ayuda de espatulas posteriormente colocados en

bolsas de plastico para su traslado al laboratorio.

En el laboratorio fue realizada la descarga de los nematocistos mediante el método
modificado de Kem, et al. (1989), que consiste en congelar los organismos a -60 °C por
30 minutos y posteriormente colocarlos en agua desionizada agitando de manera
manual con la ayuda de una varilla de vidrio por un periodo de 20 minutos y este

proceso se realiz6 3 veces, en la misma solucion.

Una vez realizado lo anterior se tomd una muestra del extracto para observar al
microscopio y comprobar que la mayoria de los nematocistos estuvieran descargados.
Se realizd su identificacion y la toma de micrografias, con un microscopio compuesto,
utiizando una camara Olympus SC32 type 12 instalada en el microscopio.
ldentificando por medio del método de Mariscal (1974), que indica el medir con una
reglilla el diametro de la cadpsula como de los tubulos, tamafo, forma, abundancia de

las espinas sobre la superficie del tabulo.

La solucién con los nematocistos ya descargados, fue separada en dos partes, la
primera parte fue centrifugada y el sobrenadante transferido a viales para ser
congelados a -60°C y posterior a ello se liofilizaron. Ya liofilizado, se peso el extracto

crudo obtenido, con el fin de obtener el rendimiento.

La segunda parte fue empleada para la determinacion del compuesto, mencionado

mas adelante.
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4.3 CUANTIFICACION DE PROTEINA DEL EXTRACTO

Se cuantifico el extracto crudo liofilizado de la anémona L. danae por medio del
método de Bradford (1976). El kit empleado fue de Bio-Rad Protein Assay donde la
concentracién total de proteina se estimé mediante la lectura de su absorbancia a una
longitud de onda de 595nm, con un espectrofotometro marca ThermoSpectronic

Genesys modelo TM 20.

Para la realizacién de la curva de calibracion se prepararon cuatro estandares de
gama globulina de bovino a: 0.25. 0.5, 0.75, 0.9mg/ml. Se pipeted 100ul del estandar
por triplicado de cada concentracién, y se agregé 5.0ml de reactivo de Bradford (1:4),

a cada tubo y se agité en vortex.

Se incubd a temperatura ambiente por cinco minutos y posteriormente se leyeron a

595nm.

Para el analisis de la muestra se utilizé6 3mg del extracto liofilizado resuspendido en
1ml de agua desionizada, a concentraciones de 2, 5, 8, 11, 14, 20ug/ml. Se aplicd un
tratamiento de regresion lineal para los datos de la curva de calibracién y con esto se

determiné el contenido de proteina en la muestra.

4.4 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR POR MEDIO DE

ELECTROFORESIS EN SDS-PAGE.

Para determinar el peso molecular del extracto de L. danae se realiz6 una

electroforesis en SDS-PAGE a una concentracién de 12% de acuerdo al método de
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Laemmli (1970). Las muestras migraron en un voltaje constante de 100volts durante 2

horas, corriendo dos geles a un tiempo en la misma camara.

Se colocaron marcadores de bajo peso molecular (Amersham Biosciences) y
extracto crudo a una concentraciéon de 100mg/ml por duplicado en el mismo gel. Se
utilizaron 2ul de marcadores por canal, mientras que de muestra se colocaron 15ul. La
tincion fue realizada por la técnica de Coomassie (Kruger, 1994) durante
aproximadamente 12 horas. Para destenir los geles, el proceso se realizé con una

mezcla de metanol-acido acético 25%:30%.

4.5 ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL EXTRACTO CRUDO CON LOS

SIGUIENTES BIOENSAYOS:

4.5.1 Bioensayo Neurotoxico

Ensayo en Ocypode cuadrata (Beress y Zwick, 1980)

Para probar la toxicidad del extracto crudo y de las fracciones pre-purificadas de L.
danae se inyectaron cangrejos en el tercer apéndice caminador. Se registraran los
efectos causados por las toxinas como la paralisis y/o muerte, asi como el tiempo de

respuesta y se sexaron cada uno de los organismos probados. Cada organismo peso.

4.5.2 Bioensayo citotoxico

Artemia salina (Meyer et al., 1982)

Para la evaluaciéon de la actividad citotdxica obtenida mediante la eclosién de

quistes. Se realizaron pruebas preliminares con el objetivo de encontrar el intervalo de
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concentracién que nos permitiera estimar la concentracién letal media (CLsy) se
utilizaron nauplios con un tiempo de vida de 24 horas. En el bioensayo preliminar, se
probaron las concentraciones de 10 a 400mg/ml de extracto crudo disuelto en agua de
mar; colocando y ajustando el volumen dentro del vial al agregar los organismos, que
en cada caso fue de 30 con un error de + 1 artemia. Se prepararon tres réplicas por
cada concentracion. El tiempo de exposicion a la toxina fue de 24 horas, en el que se
registré la conducta y mortalidad de los organismos al inicio y final del bioensayo. Con
base en estos resultados preliminares, se prob6 un intervalo de concentracién para
encontrar la CLsy En esta ocasién la concentracién fue de 80 a 200mg/ml, de igual
manera, el tiempo de exposicién fue de 24 horas registrando conducta y mortalidad al
término del mismo. Los resultados obtenidos del bioensayo se analizaron por el

método estadistico de Reed-Muench para determinar CLs.

Harengula humeralis (Lehmann, 1980)

Para la evaluacion de la actividad citotéxica obtenida mediante la inyeccién en la
parte ventral de 0.1ml de extracto crudo de Lebrunia danae en organismos de la
especie Harengula humeralis a distintas concentraciones con el objetivo de encontrar
el intervalo de concentracién letal media (CLsy). El tamafo promedio de los
organismos de prueba fue de 10cm y con un peso de 10 gr. Estos fueron recolectados

frente a la costa del ICMyL en Puerto Morelos Quintana Roo.

Los organismos una vez recolectados fueron transportados en tinas para su
posterior acondicionamiento durante una semana en un estanque circular con flujo

abierto.
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En el bioensayo preliminar, se probaron las concentraciones de 3, 5, 10, 20mg/ml
de extracto crudo disuelto en agua desionizada, por triplicado, ademas se realiz6
biometria a los organismos. El tiempo de exposicion a la toxina fue de 24 horas, en el
que se registro la conducta y mortalidad de los organismos al inicio y final del
bioensayo. Con base en estos resultados preliminares, se probd concentraciones de
0.012, 0.037, 0.05, 0.075, 0.1, 0.015 y 0.2 mg/ml, de igual manera el tiempo de
exposicion fue de 24 horas registrando conducta y mortalidad al término del mismo.
Los resultados obtenidos del bioensayo se analizaron por el método estadistico de

Reed-Muench para determinar CLs.

4.5.3 Ensayo hemolitico (Martin & Padilla, 1973)

La actividad hemolitica del extracto liofilizado de L. danae se prob6 en eritrocitos
humanos de sangre tipo A*, B* y O", empleando el método modificado de Rottini et al.
(1990 citados en Santamaria et al., 2002). Se tomaron muestras de sangre fresca en
tubos de centrifuga de 15ml que contenian 2 ml de Alsever como anticoagulante para
evitar hemolisis, e inmediatamente fueron colocados en hielo. Enseguida se lavaron
los eritrocitos con 20 ml de solucidon Alsever para eliminar grasa y plasma. La muestra
se centrifugd a 3500 rpm por cinco minutos a una temperatura de 4°C. El
sobrenadante se elimind, y finalmente el paquete celular precipitado, se resuspendid

en solucién Alsever fria.

Posteriormente se calibré la cantidad de eritrocitos necesarios para el bioensayo,
es decir la cantidad de eritrocitos por mililitro con la que se logra el 0% de hemdlisis en
solucién Alsever y 100% de hemolisis en agua desionizada, para ello se preparard un

estandar: con 1 ml de la solucién de eritrocitos lavados en 10 ml de Alsever. Se
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colocaron diferentes cantidades de esta solucién, desde 5 a 35(ul) completando el
volumen a 1 ml con agua y solucién Alsever; posteriormente se realizaron lecturas de
absorbancia de 415nm. Finalmente se encontrd que al tomar 25, 16 y 20 pl de las
sangre A*, B" y O, respectivamente, se obtenia el 100% de hemodlisis en agua

desionizada y 0% en solucién Alsever para cada uno de ellos.

Ya realizado la calibracién de eritrocitos, se prob6 el efecto hemolitico de las
toxinas de Lebrunia danae. Esto se realiz6 colocando 25, 16 y 20ul de las sangre A",
B* y O" respectivamente, en tubos de ensayo con 2ml a las siguientes
concentraciones de extracto crudo disueltas en Alsever por triplicado: 50, 100, 150,
200, 250, 500, 1000pl/ml y control (solucion de eritrocitos mas solucion Alsever),
posteriormente se incubaron a 37°C por 30 minutos. Para determinar la cantidad de
hemoglobina liberada (hemdlisis) causada por las toxinas, se ley6 la absorbancia de
cada muestra a 415nm, con un espectrofotometro marca ThermoSpectronic Genesys
modelo TM 20. Los resultados de hemdlisis se graficaron contra la concentracién del
extracto crudo en una curva de dosis-respuesta. Finalmente, para encontrar si existian
diferencias significativas se realizé un indicador para comparar los tres distintos tipos

de sangre analizadas en la anémona L. danae.

4.6 PURIFICACION DEL EXTRACTO CRUDO

4.6.1 Cromatografia liquida

Se realiz6 una pre-evaluacién de la actividad del extracto crudo liofilizado utilizando
el bioensayo con cangrejo (Béress y Zwick, 1980), esto con el fin de saber si el

extracto presentaba alguna actividad antes de iniciar la purificacion y a partir de esta
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concentracién se presentaba el efecto neurotéxico. Una vez evaluada la actividad del
extracto crudo, se procedié a la purificacion de la toxina mediante el uso de
cromatografia liquida de baja presiéon, usando un cromatdgrafo marca Pharmacia

Biotech, con detector UV a 280nm.

Se pesaron 3 g del extracto crudo liofilizado para diluirlo en 10 ml de agua
desionizada, se centrifugd a una velocidad 3500 rpm durante 5 minutos para eliminar
sélidos, y el sobrenadante, fue introducido en la columna cromatografica para su

purificacion.

Se inici6 con la cromatografia de filtracién en gel, con un gel tipo Sephadex G50 M,
para separar los grupos de proteinas por tamafo molecular, en una columna de 2.5 x
51cm durante 36hrs como eluente se empleo acido acético a 0.7M a una velocidad de
flujo constante de 2ml/min a una amplitud de 2. La colecta se realiz6 mediante la
identificacion en el cromatograma de la fracciones, posteriormente se rotaevaporarén
a presién reducida con una temperatura maxima de bafno de 30°C, cada una de las
fracciones fue probada en cangrejos para evaluar la actividad en cada uno de las

fracciones (siendo esta ultima secuencia realizada durante todo el procedimiento).

Se eligieron las fracciones mas activas para ser pasadas por un gel de intercambio
anionico QAE Sephadex A-25 en una columna de 46 x 0.5 mm a una amplitud de 0.1 a
un flujo de 1 ml/min, como eluente se empleé acetato de amonio con gradientes que

van del 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5 y 1M todos a pH de 8.3.

Posterior a ello la fraccion mas activa fue pasada por cromatografia de intercambio

catiénico, Fractogel EMD SO; en una columna de 37.5 x 0.5 mm a un flujo de 2ml/min
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a una amplitud de 0.1 corrida con acetato de amonio con gradientes que van de 0.01,

0.05,0.1,0.3,0.5y 1M aun pH de 5.4.

El siguiente paso fue la eliminacion de sales en la muestra con actividad, en este
caso se empled el gel Sephadex G25 en una columna de 73 x 1.5 mm a un flujo de

1.5ml/min a una amplitud de 0.2 corrido en acido acético 0.3M.

Finalmente como ultima parte de la purificacién se llevd a cabo la cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) de las fracciones parcialmente purificadas y con

actividad bioldgica.

En un equipo Varian Modelo 230 utilizando como buffer de elusion acetonitrilo,
acido trifluoroacético y agua grado HPLC, con un gradiente escalonado de 10 a 90 %
con una columna Nucleosil C4, de 250 x 4.6mm y un tamafo de particula de 5 um,
médulo de distribucion de solventes ProStar, detector UV-VIS para medir longitud de
onda a 280nm y automuestreador ProStar. La corrida para muestra tuvo una duracién

de 80 minutos.

4.7 DETERMINACION DE ACTIVIDAD

4.7.1 Obtencion de extractos

Del segundo extracto de los nematocistos ya descargados mencionado
anteriormente se colocaron en una mezcla de metanol:diclorometano 7:3 se dejaron
extraer por 7 dias, enseguida se filtré6 con papel Whatman de 0.16mm de tamarno de
poro para flujo medio de cromatografia, con el propésito de eliminar la mayor cantidad

de materia organica visible presente en el extracto.

28



Una vez libre de materia organica, la muestra fue concentrada a presién reducida
mediante rotaevaporacion a una temperatura del bafio no mayor a 30°C, con el fin de
que los compuestos no se desnaturalizaran, posterior a ello el compuesto fue

liofilizado y pesado con el fin de obtener el rendimiento.

Se colocaron 50mg del extracto organico liofilizado con un poco de gel de silice C-
18 y 5 ml de agua destilada con el fin de hidratar el compuesto, posterior a ello fue
colocado en una columna de 3 x 19 empacada con gel de silice fase reversa C-18
previamente hidratado con agua desionizada. La columna se corrid, mediante un
sistema al vacio, iniciando con 200 ml de mezclas de agua:metanol 3:1, 2:1, 1:1y 1:2,
1:3, y 500 ml de las fracciones agua:metanol 1:3, metanol 100 %, metanol:Acetonitrilo

1:1 y acetonitrilo 100%.

Cada una de las fracciones fue concentrada a presion reducida mediante
rotaevaporacion a sequedad a una temperatura del bafio no mayor a 30°C, seguido de
ello todas las fracciones fueron pesadas y corridas en Cromatografia en Capa Delgada
(CCD), en placas de vidrio Poligram cubiertas con una capa de silice fase reversa C-
18 de 0.2mm de espesor de 2.5 x 7.5cm cada una de las fracciones antes
mencionadas se eluyeron con diferentes mezclas de agua, metanol y una ultima
fraccibn de 200 mL de Acetonitrilo. Todas las fracciones fueron corridas en CCD,
empleando placas cromatograficas de gel de silice fase reversa C-18 y como eluentes
mezclas de disolventes hasta obtener condiciones éptimas mediante las cuales se
observaron los diferentes compuestos presentes en las fracciones. Como agente

revelador se empled vainillina al 2 % y 0.1 % de acido sulfurico en etanol y se
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calentaron sobre una plancha de calentamiento a la mas baja temperatura (esta

secuencia fue empleada durante todo el procedimiento).

Posterior a ello se continué con la determinacion del compuesto mejor separado,
encontrando en este caso una conglomeracion de compuestos en la fraccion de
acetonitrilo 100% por lo que se procedié a separar nuevamente en una columna al
vacio de 3 x 19 cm empacada con gel de silice fase reversa C-18 y como disolvente

Metanol 100%.

Las fracciones fueron seguidas por CCD y las similares agrupadas para ser
corridas nuevamente en una columna por gravedad C-18 fase reversa y como

disolvente Metanol colectando cada 4 ml por vial.

Cada fraccién separada se le realizé el ensayo citotdxico para células de cancer de
pulmén H460, con la finalidad de obtener la actividad presente en ellas, asi como su

actividad en canales iénicos de Na*.

4.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para el bioensayo de la hemdlisis se determind un indicador para observar si
existia una diferencia significativa, entre los tres distintos tipos de sangre analizadas

en la anémona L. danae en base a la siguiente férmula:

I = ( G * Absorbancia)

(Estandar)
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I, = Indicador de hemélisis
C. = Concentracion del extracto crudo
Absorbancia = Absorbancia a 415nm a distintas concentraciones

Estandar = Estandar de anticoagulante

En cuanto al bioensayo de Artemia salina se determin6 la DLsy de acuerdo a

Lehmann (1979).
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5. RESULTADOS

5.1 IDENTIFICACION DE NEMATOCISTOS

Se obtuvo un total de 12.3042 gr de peso seco extraido a partir de la
homogenizacién de 12 anémonas enteras de la especie L. danae. Este material se
observ6 al microscopio para verificar la descarga de los nematocistos, obteniendo
micrografias y con ello observando tres distintos tipos segun la guia de identificacién
de Mariscal 1974, que nos indica de acuerdo al tamafo, forma y cantidad de espinas

el tipo de nematocisto:
O Microbéasico amastigoforo (MiAm) (Fig. 5)
O Macrobasico amastigoforo (MaAm) (Fig. 6)

O Espirocistos (Sp) (Fig. 7)

Figura 5 Micrografia del nematocisto descargado identificado como Microbasico
mastigoforo (MiAm)
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Figura 6 Micrografia del nematocisto descargado identificado como Macrobasico
amastigoforo (MaAm)

Figura 7 Micrografia del nematocisto sin descargar, identificado como Espirocisto (Sp).

33



5.2 CUANTIFICACION DE PROTEINA DEL EXTRACTO

Se cuantificd el contenido de proteina del extracto crudo liofilizado presente en la
anémona L. danae por medio del método de Bradford (1976) en concentraciones de 2,
5, 8, 11, 14 y 20mg/ml presentando una concentracion promedio de 0.553mg/ml (tabla

).

Tabla lll Cuantificacion de proteina en el extracto crudo en la anémona Lebrunia danae.

CONCENTRACION (mg/ml) ABSORBANCIA PROTEINA (mg/ml)
2 0.451 0.537
5 0.477 0.545
8 0.487 0.548
11 0.523 0.559
14 0.523 0.559
20 0.557 0.570

5.3 DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR POR MEDIO DE

ELECTROFORESIS EN SDS-PAGE.

Se identificaron claramente 5 bandas mediante la tincion de Comassie, con valores
reconocidos de acuerdo a las bandas estandares de bajo peso molecular con valores

de 1) 10, 1) 13.8, Ill) 21, IV) 25 y V) 35KDa (Fig. 8).
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Figura 8 Electroforesis en gel acrilamida SDS-PAGE en una concentracion de 12%. Los
carriles B y C corresponden al extracto crudo de la anémona Lebrunia danae en una
concentracion de 6.7mg/ml y los carriles A y D al marcador de bajo peso molecular.

5.4 CARACTERIZACION BIOLOGICA DEL EXTRACTO CRUDO CON

LOS SIGUIENTES BIOENSAYOS:

5.4.1 Bioensayo neurotoxico

o Ensayo en Ocypode cuadrata (Béress y Zwick, 1980)
Con el apoyo de este bioensayo se fue monitoreando la fraccion activa en cada una
de las columnas utilizadas durante la realizacién de la cromatografia liquida de alta

presion. Observando inmediatamente después de la inyeccién de 0.1ml del extracto

crudo de la anémona L. danae en la tercera pata caminadora del cangrejo una
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reaccion de lentitud en movimientos, seguido de la perdida parcial de las patas y
finalmente convulsiones hasta llegar a la muerte de los organismos, se seleccionaron

los que murieran en un tiempo maximo de 60 minutos.

5.4.2 Bioensayo citotoxico

o Bioensayo en Artemia salina (Meyer et al., 1982)

De acuerdo a la actividad previa registra en Cruz, 2004 se tomaron las

concentraciones de 0.5, 1, 2, 3, 3.5, 4, 5 y 6mg/ml para estimar la CLs.

Por lo anterior, para el siguiente bioensayo se utilizaron las concentraciones de 0.5,
1, 2, 3, 3.5, 4, 5, 6mg/ml, con una muerte del 100% a los 6mg/ml como indica la tabla

VI y la concentracién menor de muerte registrada fue de 1mg/ml con el 1.8%.

Para determinar la CLsy se graficd la mortalidad y supervivencia con respecto al
logaritmo de la concentracién, el punto de interseccion de estas lineas nos indica el
logaritmo de la dosis letal media, correspondiente a 0.5 mg/ml. Encontrando una
correlacion del 95 % y una dosis letal media de 2.889 mg/ml determinado a partir de

Lehmann (1979).

Tabla IV Valores acumulados de valores mortandad y supervivencia de Artemia salina en
distintas concentraciones del extracto crudo de la anémona Lebrunia danae.

CONCENTRACION (mg/ml) MUERTAS VIVAS
Agua de mar 0.0 30
0.5 0.0 30.0
1 1.0 29.0
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2 11.0 19.0
3 12.0 17.5
3.5 16.5 14.0
4 21.5 9.5
5 25.0 6.0
6 30.0 0.0
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Logaritmo de la concentracion
Figura 9 Grafica de concentracion letal media de Artemia salina determinados a partir del
logaritmo de la concentracion con respecto a los valores acumulados de mortandad y
supervivencia.

o Bioensayo en Harengula humeralis (Lehmann, 1980)

Con ayuda de bioensayo preliminar, en la especie se determinaron las
concentraciones 0.012, 0.037, 0.05, 0.075, 0.1, 0.15 y 0.2 mg/ml para estimar la CLsg
con organismos de 7 a 9 cm de longitud y con peso de 5 a 8 gr. De acuerdo a la tabla

V se encontr6 una CLsy de 0.05 mg/ml con un tiempo de vida de 6.74 horas.
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Tabla V Tiempo de vida de Harengula humeralis con la inyeccion ventral a distintas
concentraciones del extracto crudo de la anémona Lebrunia danae

CONCENTRACION (mg/ml)

TIEMPO DE VIDA (horas)

0 24.00
0.012 17.35
0.037 11.99
0.05 6.74
0.075 5.76
0.1 5.07
0.15 3.91
0.2 1.61
1030
90
o 80
2 70 —&
g o
g v
5 v
= 30 Q
= 20 ’ 4 ‘
10 ‘
0
0 0.02 0.04 006 008 0.1 0.12 0.14 016 D.18 c.2
Concentracion (mg/ml)

Figura 10 Grafica de concentracion letal media determinados a partir de la concentracion
con respecto al porcentaje del tiempo de vida de Harengula humeralis.
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5.4.3 Ensayo hemolitico (Martin & Padilla, 1973)

Se encontré una actividad debida a la desintegracion de los eritrocitos o también
llamada hemodlisis en tres distintos tipos de sangre A", B" y O, medido a partir de la
absorbancia causada por distintas concentraciones a cada una de ellas del extracto

crudo de la anémona Lebrunia danae (Figs. 11, 12y 13).

En eritrocitos tipo A" se encontré una concentracién promedio de 0.9518 pg de
proteina/mg en B* 0.8791 ug de proteina/mg y finalmente en O* una concentracion
promedio de 0.9629 ug de proteina/mg. Con ello se observa que se tiene una mayor

sensibilidad en los eritrocitos tipo O, seguidos del tipo A* y finalmente en B™.

1.000
0.950 M
o
c
8 0.900
o vy =0.0004x + 0.9071
= R?=0.8642
0.850
0800 T T T T T T T |
0 20 40 60 80 100 120 140 160
Concentracion de extracto crudo (pg proteina /ml)

Figura 11 Dosis-respuesta de la hemdlisis determinada en eritrocitos tipo A* a una
absorbancia a 415nm, causada por exposicion a las diferentes concentraciones del
extracto de L. danae

39



1.000

y =0.0004x + 0.8313

R2=0.9894
0.950
©
e
80.900 /’Q
S
e
<L
0.850
0.800 : ! ! : .
0 50 100 150 200 250

Concentracion de extracto crudo (pg proteina /ml)

Figura 12 Dosis-respuesta de la hemdlisis determinada en eritrocitos tipo B* a una
absorbancia a 415nm, causada por exposicion a las diferentes concentraciones del
extracto de L. danae
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Figura 13 Dosis-respuesta de la hemdlisis determinada en eritrocitos tipo O* a una
absorbancia a 415nm, causada por exposicion a las diferentes concentraciones del
extracto de L. danae

Torrens (2004), menciona que no existe diferencia significativa entre los distintos

tipos de sangre, para cuantificar hemdlisis por induccién de la toxina del Cnidario
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Carybdea marsupialis por ello se realizd un indicador (Tabla VI) para observar si
existia una diferencia significativa, entre los tres distintos tipos de sangre analizadas
en la anémona L. danae en base a la siguiente formula:

I = ( Ce * Absorbancia)

(Estandar)

I, = Indicador de hemélisis
C. = Concentracion del extracto crudo
Absorbancia = Absorbancia a 415nm a distintas concentraciones

Estandar = Estandar de anticoagulante

Tabla VI Indicador de diferencia significativa entre los distintos tipos de sangre
analizados A*, By O".

CONCENTRACION A B C INDICADOR
50 1.848666667 2.65625 2.339166667 | 2.28136111
100 3.848 5.4270833 - 4.63754167
150 5.814 8.365625 7.2725 7.15070833
200 - - 9.833333333 | 9.83333333
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Figura 14 Indicador de hemdlisis con respecto a la concentracion de extracto crudo de la
anémona Lebrunia danae.

Se observa en la figura 14 que el indicador de hemdlisis se comporta de una forma
lineal lo que nos indica que al aumentar la concentracién, aumenta la hemdlisis
observando que no existe una diferencia de comportamiento entre los tres distintos

tipos de eritrocitos.

Es por ello que de acuerdo a este indicador se estandarizaron los datos para observar

su comportamiento y se observo un crecimiento lineal con respecto a la concentracion.

5.5 PURIFICACION DEL EXTRACTO CRUDO

La purificacién se realizé con 1g de extracto crudo liofilizado de L. danae hidratado
con 20ml de agua desionizada en la figura 15 se muestra el cromatograma obtenido
de la purificacion en Sephadex G-50 con la separacion de cuatro fracciones de la
toxina, evaluadas cada una de las fracciones en la especie Ocypode cuadrata (Beress

y Zwick, 1980), resultando la fraccién Ill con actividad neurotéxica, determinada por
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paralisis de sus extremidades, convulsiones hasta llegar a la muerte de los

organismos, en un tiempo maximo de 60 minutos.

Posterior a ello con la previa seleccion de la fraccion activa se introdujo en una
columna de intercambio aniénico en QAE Sephadex A 25, resultando 8 fracciones de
las cuales solo las de mayor absorbancia se les realiz6 el bioensayo de cangrejo para
determinar su actividad neurotoxica, resultando la fraccion I-QAE activa, visto en la

figura 15.

Seguido de ello se realiz6 una cromatografia de intercambio catiénico en Fractogel
EMD SOj3 con un total de 9 fracciones determinando la actividad en I|-Fractogel (Fig.

17), para su posterior eliminacion de sales con Sephadex G-25 M (Fig. 18).

5.5.1 Cromatografia liquida

40 Il

% ABSORBANCIA (280nm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
VOLUMEN (L)

Figura 15 Separacion por cromatografia liquida de baja presion del extracto crudo de L.
danae con 1g del extracto cargado con Sephadex G-50 M en una columna de 2.5 x 51cm
durante 36hrs como eluente acido acético a 0.7M a una velocidad de flujo constante de
2ml/min.
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Figura 16 Separacion por cromatografia de intercambio aniénico de la fraccién 1lIG-50 en
QAE Sephadex A-25 en una columna de 46 x 0.5 cm a un flujo de 1ml/min, como eluente
acetato de amonio con gradiente escalonado que va del 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5y 1 M

todos a pH de 8.3.
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Figura 17 Separacion por cromatografia de intercambio cationico de la fraccion 111-G50/1-
QAE cargado con Fractogel EMD SO; en una columna de 37.5 x 0.5 cm a un flujo de
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2ml/min con buffer de acetato de amonio con gradiente escalonado que va de 0.01, 0.05,
0.1,0.3,0.5y 1 Maun pH de 5.4.
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Figura 18 Eliminacion de sales con Sephadex G-25 de la fraccion IlI-G50/1-QAE/I-
Fractogel en una columna de 73 x 1.5 cm a un flujo de 1.5ml/min en acido acético 0.3 M.

Seguido de la eliminaciéon de sales mediante Sephadex G-25 se procedi6 a la
separacion por cromatografia liquida de alta resolucion, de las tres fracciones
obtenidas y al mismo tiempo con actividad neurotoxica en cangrejos (Figs. 19, 20 y

21).
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Figura 19 Separacion por cromatografia liquida de alta resolucion de la fraccion 11I-G50/1-
QAE/I-Fractogel/ll-G25 utilizando como buffer de elusion acetonitrilo, acido
trifluoroacético y agua grado HPLC, se utilizé un gradiente escalonado de 10 a 90 % con
una columna C4, de 250 x 4.6 mm y un tamafio de particula de 5 pm, mddulo de
distribucion de solventes ProStar, detector UV-VIS para medir longitud de onda a 280 nm
y automuestreador ProStar. La corrida para muestra tuvo una duracion de 80 minutos.
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Figura 20 Separacion por cromatografia liquida de alta resolucion de la fraccion 11I-G50/1-
QAE/I-Fractogel/lll-G25 utilizando como buffer de elusion acetonitrilo, acido
trifluoroacético y agua grado HPLC, se utilizé un gradiente escalonado de 10 a 90 % con
una columna Microsorb C4, de 250 x 4.6 mm y un tamano de particula de 5 ym, modulo
de distribucion de solventes ProStar, detector UV-VIS para medir longitud de onda a 280
nm y automuestreador ProStar. La corrida para muestra tuvo una duracion de 80
minutos.
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Figura 21 Separacion por cromatografia liquida de alta resolucion de la fraccion 11I-G50/1-
QAE/I-Fractogel/IV-G25 utilizando como buffer de elusién acetonitrilo, acido
trifluoroacético y agua grado HPLC, se utilizé un gradiente escalonado de 10 a 90 % con
una columna Microsorb C4, de 250 x 4.6 mm y un tamafo de particula de 5 ym, modulo
de distribucion de solventes ProStar, detector UV-VIS para medir longitud de onda a 280
nm y automuestreador ProStar. La corrida para muestra tuvo una duracion de 80
minutos.

Por lo que finalmente se obtuvieron tres fracciones con actividad en cangrejos
derivadas de cada una de las fracciones pasadas por cromatografia liquida de alta

resolucion:
1) 1lI-G50/1-QAE/I-Fractogel/ll-SephadexG25/1HPLC
2) I-G50/I-QAE/I-Fractogel/lll-SephadexG25/3HPLC

3) [I-G50/I-QAE/I-Fractogel/IV-SephadexG25/7HPLC
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Los tiempos de muerte de los cangrejos oscilaron entre los 3 y 4 minutos para las

tres fracciones activas, por lo que no se vio una diferencia significativa entre ellas.

5.6 DETERMINACION DE ACTIVIDAD

De la mezcla organica realizada a partir de nematocistos descargados de la
anémona L. danae colocados en una mezcla de metanol:diclorometano 7:3 libre de

materia organica se liofilizé obteniendo 4.5631g.

Se inici6 con 50mg del extracto crudo organico liofilizado sometido a una
separacion mediante cromatografia de fase reversa C-18 en una columna de 3 x 19
obteniendo nueve fracciones; cada fraccidén fue concentrada por rotavoracién y secada

al vacio con un gran total obtenido de aproximadamente 42mg.

Tabla VIl Masas de las fracciones obtenidas en la separacion del extracto crudo por
cromatografia en columna fase reversa (C-18).

FRACCION ELUENTE PROPORCION MASA (gr)

A Agua 100 0.0116
AM 3:1 Agua : Metanol 3:1 0.0134
AM 2:1 Agua : Metanol 2:1 0.0007
AM 1:1 Agua : Metanol 1:1 0.0007
AM 1:2 Agua : Metanol 1:2 0.0137
AM 1:3 Agua : Metanol 1:3 0.0008

M Metanol 100% 0.0005
MA 1:1 Metanol : Acetonitrilo 1:1 0.0007
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A 100 Acetonitrilo 100% No se determino

5.6.1 OBTENCION DE EXTRACTOS

5.6.1.1 Determinacion de actividad en canales ionicos

Los extractos organicos obtenidos a partir de cromatografia en fase reversa se le
realizaron ensayos citotoxicos sobre canales i6nicos y lineas celulares derivadas de

cancer de pulmoén (H460).

En cuanto al bioensayo de canal de Na*, se encontré en una concentraciéon de 20
ug/ml que existe un mayor actividad en Agua:Metanol 1:3 con 1.699 ug/ml comparado
con el bloqueo que fue casi la tercera parte en Agua:Metanol 2:1 con 0.606 ug/ml,

visto en la tabla VIII.

Tabla VIII Actividad y bloqueador en canal ionico de Na* de las 7 fracciones obtenidas;
se remarcan en negro las fracciones que presentaron mayor actividad.

FRACCION ACTIVIDAD 20 ug/mi BLOQUEADOR 20 ug/ml

A 1.065 0.102
AM 3:1 1.695 0.149
AM 2:1 1.615 0.606
AM 1:1 1.146 0.088
AM 1:2 1.234 0.103
AM 1:3 1.699 0.521

M 1.549 0.254
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Por lo que se observa que existe mayor activacion que bloqueo del extracto de L.

danae debido a que existe una mayor apertura del canal que un bloqueo, de casi la

tercera parte de activacion.

5.6.1.1 Determinacion de actividad en células anticancerigenas

La mayor actividad encontrada en las células de cancer de pulmén H460 fue en la

fraccién Agua:Metanol 1:3 con 1.667 ug/ml en la concentracién de 3 ug/ml por lo que

en la menor concentracién fue donde se encontré la mayor actividad seguido de 1.677

ug/ml en la fraccion de Agua:Metanol 2:1 en la misma concentracion.

Tabla IX Actividad de las 7 fracciones obtenidas en células de cancer de pulmén H460.
Se remarcan en negro las fracciones que presentaron mayor actividad.

FRACCION ACTIVIDAD 3 ug/mL ACTIVIDAD 30 ug/ml

A 1.862 1.837
AM 3:1 2.035 1.139
AM 2:1 1.647 0.530
AM 1:1 2.033 1314
AM 1:2 2.049 1.601
AM 1:3 1.666 0.533

M 0.605 0.531

52




120%

100%

80%

60%

40%

% Supervivencia

20%

0%

H460

m30ug/ml

Control

A

M AM1:1 AM1:2 AM2:1 AM1:3AM3:1

Fraccion

Figura 24 Supervivencia de las células de cancer de pulmén H460 probadas en cada una

de las fracciones obtenidas.

53



6. DISCUSIONES

Debido a que existe poca informacién sobre las toxinas presentes en la anémona
Lebrunia danae se optd por llevar a cabo la purificacién de los compuestos activos
evaluando con ello su actividad citotéxica, neurotéxica y hemolitica, mediante la

técnica de Kem, et al., (1989).

Se selecciono la técnica de Kem, et al. (1989), debido a que se induce la descarga

de los nematocistos por medio de estimulos mecanicos.

Se tomé un estimulo mecénico de baja intensidad para la descarga de los
nematocistos, ya que segun Pantin (1942) los estimulos quimicos, fisicos o algun
tratamiento fuerte pueden romper la célula y liberar la toxina pero provocan la pérdida
de cierta actividad biolégica. Por ello se descargaron con una varilla de agitacion y un
mortero de vidrio con la finalidad de que la toxina no sufra dafio en su composicién

quimica.

Posterior a la descarga de los nematocistos se identificaron tres tipos de ellos con
la ayuda de un microscopio compuesto. Estos fueron: Microbasico amastigoforo
(MiAm), Macrobasico amastigéforo (MaAm) y Espirocistos (Sp), segun la guia de
identificacion de Mariscal (1974), en la que se midié el diametro de la capsula, como
de los tubulos, tamano, forma, abundancia de las espinas sobre la superficie del

tubulo, coincidiendo todos con los encontrados por Cruz (2004).

En cuanto a la cuantificacion de proteina del extracto crudo se encontrd una
concentracién mayor de 0.57 mg/ml en 20 mg/ml, esta cantidad de proteina es menor

a la reportada por Cruz (2004) quien obtuvo 1.18 mg/ml cuando se probé en 15 mg/ml
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y segun Morales (2007) quien reporté 8.5 mg/ml a la misma concentracion. Lo anterior
debido a que posiblemente la descarga de nematocistos fue mayor en los ultimos
casos. Cabe mencionar que si las proteinas sufren cambios de pH, alteraciones en la
concentracion o variaciones bruscas de temperatura, la solubilidad de las proteinas
puede verse reducida hasta el punto de producirse la precipitacién. Las proteinas que
se hallan en este estado sufren una variacibn de conformacién denominada
desnaturalizacion (Nelson y Cox, 2006) y con ello se dice que el extracto crudo al salir
del rango reportado con anterioridad por los otros autores pudo haber sufrido alguna

desnaturalizacion.

El peso molecular fue determinado con estandares de bajo peso, encontrando
bandas bien definidas con valores de 1) 10, Il) 13.8. lll) 21, IV) 25 y V) 35KDa,

similares a la reportadas en Cruz (2004).

Durante la purificaciéon se utilizaron distintos tipos de cromatografia liquida de
intercambio idnico Yy filtracién por gel, seguido de ello se determiné la fraccion activa
con ayuda de cangrejos de la especie Ocypode quadrata (Béress y Zwick, 1980), con
un ensayo preliminar para observar el efecto presente en el extracto crudo,
observando la respuesta que presentaban durante los primero 60 minutos,

seleccionando con esta misma base la fraccion activa de la purificacion.

La purificacion se realiz6 iniciando con Sephadex G-50 con el que se logrd separar
las fracciones por peso molecular, seguido de geles de intercambio anibnico y
catiénico, como la eliminacion de sales en Sephadex G-25. La fraccion activa
encontrada en L. danae fue IlII-G50/-QAE/I-Fractogel/Sephadex G-25 y las tres

fracciones obtenidas de esta ultima fueron corridas en HPLC.
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La caracterizacién del extracto como neurotoxico y citotdxico se realizd con Artemia
salina que es un examen indirecto para actividad anticancerigena. Este ensayo mide
el grado de toxicidad reflejado en el porcentaje de mortalidad del crustaceo y puede
ser indicativo de la presencia o efecto de algin compuesto o metabolito. Existe
también una correlacion de que el 90 % de las sustancias que han sido probadas en
Artemia y que resultan toxicas, han sido toxicas e inhiben el crecimiento de lineas

celulares de cancer (McLaughlin, 1991; Torres, 2001).

Con el extracto crudo se analizaron distintas concentraciones tomando como
referencia la actividad previamente reportada por Cruz (2004), con una maxima
concentracion de 8mg/ml con una mortalidad del 96.9 % vy su dosis letal media de
2.82 mg/ml en comparaciéon con lo encontrado en este trabajo, donde la CLs, fue
menor, con un valor de 0.5 mg/ml y una DLsy muy similar de 2.889 mg/ml. Por lo
anterior en el extracto crudo se observo una actividad citotdxica por lo que presentd un
alto potencial anticancerigeno compr+obado mas adelante en el bioensayo con células

H460.

Los peces son organismos vertebrados y pueden ser usados para la evaluaciéon de
las substancias presentes en las anémonas, debido a que en ocasiones ellos forman
parte del alimento sirviendo como parte sustancial de sus necesidades metabdlicas

mediante la absorcién de materia disuelta en el ambiente (Beress, et al., 1975).

El siguiente bioensayo de citotoxicidad se realiz6 en Harengula humeralis, un pez
con distribucién en el Caribe. Se inyectaron vivos en la parte ventral usando distintas
concentraciones. Se determinaron las concentraciones en mg/ml por no existir una

diferencia significativa entre el peso y longitud de ellos. Ya inyectada la toxina en los
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organismos se tuvieron en observacion durante 24 horas para finalmente determinar

su CLso de 0.05 mg/ml con un tiempo de vida de 7.14 horas.

La actividad hemolitica es uno de los métodos biolégicos ampliamente utilizado por
ser sensible, rapido y sencillo, conllevando a la realizacion de un tratamiento dosis-
respuesta rigurosa. Este ensayo se basa en la capacidad de la toxina de romper los
glébulos rojos liberando al medio la hemoglobina afectando especificamente
membranas celulares, dicho ensayo se realiz6 en distintas concentraciones
determinadas en tres distintos tipos de sangre A*, B* y O, cuya medicion se realizo a

415 nm.

En eritrocitos tipo B* se encontré 0.8791 ug de proteina/mg seguidos de tipo A" con
una concentracién promedio de 0.9518 ug de proteina/mg y finalmente en tipo O* con
una concentracién promedio de 0.9629 ug de proteina/mg. Con ello se observa que se
tiene una mayor sensibilidad en los eritrocitos tipo B*, seguidos del tipo A* y finalmente

tipo O". El extracto caus6 hemodlisis en los tres tipos de eritrocitos.

Cruz, (2004) encontr6 que L. danae contiene toxinas que son capaces de inducir
hemdlisis en eritrocitos de borrego, vaca y cerdo; los cuales presentaron distintos
niveles de sensibilidad respecto a las diferentes concentraciones del extracto crudo,
con ello se puede determinar que tanto eritrocitos humanos como de animales la

anemona L. dane induce hemolisis.

Santamaria et al., (2002) reporta que la anémona Bartholomea annulata contiene
citolisinas capaces de inducir la hemolisis en eritrocitos de ratéon, con un efecto

directamente proporcional entre el aumento del contenido de proteina y la hemolisis,
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por mencionar la accidén de las toxinas de las anemonas en eritrocitos de organismos

terrestres.

Las toxinas con accion sobre canales de Na* son polipéptidos con 3 puentes de
disulfuro y tienen pesos moleculares de alrededor de 5KDa (Garateix, et al., 2003).
Peso cercano al encontrado en L. danae con 10KDa en la primera banda del gel en

poliacrilamida.

El principal efecto de las neurotoxinas es retrasar la inactivacion de canales de
sodio mediante disparos repetitivos (cardiotoxicas) y el efecto de la arritmia, por lo cual
el canal permanece abierto durante mas tiempo, esto provoca un incremento notable
en la excitabilidad de nervios y musculos, como consecuencia del aumento en la
liberacién de acetilcolina desde las terminaciones nerviosas (Castafieda, 2000). Los
canales sodio constituyen un importante objetivo para los diferentes grupos de
neurotoxinas que han contribuido a la caracterizacién estructural y funcional de este
canal (Benoit, 1998 en Aneiros et al., 2004). ). El uso de toxinas, tales como sondas
estructurales ha llevado a la identificacion de la regién del poro, sensor de voltaje, filtro

de la selectividad y los segmentos del canal Na* vinculados a la inactivacion.

Béress et al., 1975 aislaron una serie de polipéptidos analogos a partir de la
anémona Anemonia sulcata (ATXI, II, 'Y IV), toxinas con propiedades similares han
sido aisladas a partir de otras especies: Anthopleura xantogrammica, Radianthus
paumotensis, Condylactis gigantea, Heteractis macrodactylus, Phyllactis flosculifera,
Stichodactyla giganteum y Stichodactyla helianthus. Todas provocan actividad
espontanea y repetitiva en axones y en musculo esquelético o cardiaco. Las

propiedades quimicas y las relaciones estructura-actividad de las toxinas de las
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anémonas que actuan a nivel de los canales de sodio han sido revisadas ampliamente

por Norton en 1991 (Castafeda, 2000).

Dada la importancia de la caracterizacion de los organismos por medio de los
canales i6nicos, se decidié analizar la actividad en canales de Na* de L. danae
encontrando que actua de forma muy similar en cuanto activador-bloqueador, debido

que aunque sea en distintos rangos, se observa el mismo sentido de accién.

En un mayor rango se observa la activacién, por parte de L. danae por lo que el
canal presentd un retraso de inactivacion provocando un incremento en la
excitabilidad, como consecuencia del aumento en la liberacién de acetilcolina desde
las terminaciones nerviosas, ocurriendo con ello la union del acetilcolina con su
receptor, abriendo el canal llamado canal i6nico regulado por ligando (Rudy et al.,

1992).

A partir de diferentes especies de anémonas se han obtenido diversos compuestos
de naturaleza proteica, incluyendo a las citolisinas (proteinas de alrededor de 20 KDa
que forman poros n las membranas celulares), ademas de toxinas polipeptidicas con
accién sobre canales de Na* y K*. Algunos autores han sugerido que estos tres tipos
de compuestos podrian actuar de forma sinérgica: las citolisinas podrian inicializar la
despolarizacion de las células provocando la activacion de los canales de Na'; las
toxinas Na*, al enlentecer el proceso de inactivacion, y las de K, al evitar la
repolarizacion de la membrana, contribuiran a mantener la célula despolarizada
produciendo una liberacién en el neurotransmisor, asi como potentes efectos en el
corazon, las células musculares y las endocrinas (Schweitz et al., 1995, Kem et al,

1999 en Garateix et al., 2003).
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Fraser et al (1999) Mencionan que los canales de Na* también juegan un papel
importante en el desarrollo de cancer, porque segun sus resultados participan en el
desarrollo morfolégico de las células MAT-LyLu de tal manera que podrian estar

involucrados en el potencia metastatico de estas células (Vargas, 2004).

En el bioensayo citotéxico de cancer de pulmén H460 se encontrd actividad
relacionada a: una menor concentracion del extracto mayor actividad y a mayor

concentracién se pierde la accién del extracto de L. danae.

Se encontraron las mismas fracciones activas en cancer de pulméon H460 y en
canales io6nicos de Na™, por lo que la actividad se conserva en las mismas fracciones
esto coincide con Fraser et al (1999) debido a que las fracciones presentes son
citotdxicas y al actuar de forma sinérgica estan relacionados por la capacidad de la

toxina presente dentro de la anémona L. danae.
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7. CONCLUSIONES

1. A partir del extracto crudo de Lebrunia danae, y mediante el método de Kem et
al., (1989) se aislaron tres distintos tipos de nematocistos: Microbasico
amastigoforo (MiAm), Macrobéasico amastigoforo (MaAm) y Espirocistos (Sp),

identificados segun Mariscal (1974).

2. El extracto crudo de Lebrunia danae contiene un promedio de proteina de

0.553mg/ml y pesos moleculares identificados de 10, 13.8, 21, 25 y 35KDa.

3. El bioensayo de Artemia salina mostré actividad citotoxica con una DLs, de

2.889mg/ml en el extracto crudo.

4. El bioensayo en Harengula humeralis, mostré actividad citotoxica con una CLs

de 0.05mg/ml en el extracto crudo.

5. En el bioensayo hemolitico no se encontraron diferencias significativas entre

los tres distintos tipos de eritrocitos humanos al ser analizado el extracto crudo.

6. La fraccién activa fue determinada por actividad neurotéxica observada en

Ocypode quadrata

7. El extracto organico de L. danae presentd un efecto excitador de canal idnico

de Na* entre el rango de 1.065 y 1.699 ug/mL
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8. El extracto organico de L. danae presenté actividad en la linea celular (H460)

cancer de pulmon entre el rango de 0.605 y 2.049 ug/mL
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