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Resumen

Las toxinas de organismos marinos han sido tema de interés debido a que algunas
presentan actividades especificas por lo que pueden ser utilizadas como importantes
herramientas bioldgicas; otro aspecto a considerar es que muchas de ellas pueden tener
potencial farmacolégico. Para indicar cuales compuestos tienen potencial, es importante
determinar el tipo de actividad biolégica que presenta la toxina asi como realizar la
purificacion de los compuestos responsables de esa actividad. Lebrunia danae
(Duchassaing & Michelotti, 1860) es una anémona que se distribuye en el Atlantico
desde Bermudas hasta Brasil y es considerada como uno de los cnidarios mas toxicos; a
pesar de presentar potentes toxinas, no se ha tomado en cuenta para este tipo de
investigaciones, por lo anterior se propuso el estudio de las toxinas de este especie. El
primer paso consistié en la recoleccion de los organismos en la Laguna Arrecifal de
Puerto Morelos, Quintana Roo. Posteriormente se extrajeron los nematocistos, que son
los organelos donde se aloja la toxina, mediante el método de Kem et al.(1989), de
manera que al final se obtuvo el extracto crudo donde encontramos una gran cantidad
de nematocistos. Se realizé la cuantificacion de proteina en el extracto con el método de
Bradford (1976). Se caracterizaron biologicamente las toxinas de esta anémona
mediante bioensayos, posteriormente se realizé la purificacion de los compuestos
activos por medio de cromatografia liquida de baja presion y HPLC. Por medio de
electroforesis en SDS-PAGE se determino el peso molecular que presentan la diferentes
proteinas que componen el extracto. Se evaludé la actividad bioldégica mediante
bioensayo hemolitico con sangre de borrego, vaca y cerdo; citotoxico con Artemia
salina y neurotoxico con cangrejos de la especie Ocypode quadrata. Se identificaron los
diferentes tipos de  nematocistos  registrando la presencia de microbasicos
amastigoforos, macrobasicos amastigdforos y espirocistos. La electroforesis del extracto
crudo presento proteinas con peso molecular de 10 a 45 kDa. Fl extracto crudo de L.
danae presento actividad hemolitica con concentraciones de 0.006 a 0.238 mg de
proteina/ml, no se encontraron diferencias significativas entre los valores de hemolisis
de los tipos de eritrocitos evaluados; la actividad citotoxica con una CLso fue de 2.82
mg de extracto crudo/ml y neurotdxica a partir de una concentracion de 6 mg de extracto
crudo/ml. Solo diez de las 25 fracciones purificadas del extracto crudo, presentaron
actividad neurotoxica mayor que el extracto crudo produciendo los efectos esperados y
la muerte del organismo en menos de cinco minutos. Estas fracciones pasaron por el
ultimo proceso de purificacion que consistio en HPLC, lograndose aislar una
neurotoxina en la fracciéon F3b. '
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1. Introduccion
1.1 Importancia de los compuestos quimicos marinos

El medio marino constituye una enorme fuente potencial de nuevas moléculas de origen
natural. Este potencial es mds importante por el hecho de que los organismos marinos
han evolucionado en un medio fisico y quimico distinto al del medio terrestre. Al igual
que los bosques, el mar ofrece una excepcional fuente de biodiversidad. La naturaleza
sésil de muchos organismos marinos los ha obligado a generar sustancias quimicas

unicas, usadas para defenderse, reproducirse y comunicarse (Habermehl, 1981).

Estos compuestos de origen marino llaman la atencion de investigadores, ya que
son sustancias que ejercen una especie de presion, generalmente toxica, sobre otro
organismo que se encuentra en su entorno. Dichos compuestos naturales presentan
bioactividad cuando afectan la estructura y funcion de otros organismos. Debido a esto,
se ha puesto gran énfasis en las biotoxinas o venenos mas que en cualquier otra
sustancia de origen marino, de hecho, se ha propuesto a los compuestos de origen
marino como sustancias con potencial farmacologico presentando actividad
anticancerigena, hemolitica, analgésica, anticoagulante, antipasmica, antibidticos,
promocién o inhibicién, y agentes hipertensores, asi como enzimas, hormonas,
narcoticos y vitaminas. Un ejemplo de esto fue la tetradotoxina, la cual ha sido usada
para fines farmacoldgicos, pero su fuerte toxicidad ha hecho qﬁe su aplicacion médica

sea dificil (Martin y Padilla, 1973).



La mayoria de los compuestos con actividad biolégica provienen de los
denominados inicialmente metabolitos secundarios, y 11'1és recientemente, productos del
metabolismo especial. Estas sustancias se han ido desarrollando en el curso de millones
de aflos de evolucion, como respuesta defensiva frente a patdgenos y depredadores a
través de mecanismos cuyos detalles en muchos casos todavia se desconocen. Los
productos naturales, metabolitos secundarios u producidos por organismos marinos han
recibido mayor interés en las 1iltimas décadas ya que son considerados como una fuente
de nuevas moléculas que pueden utilizarse de esta forma o bien desarrollarlas
sintéticamente a partir de estas bases. Estos metabolitos son diversos en sus origenes
biosintéticos y rutas metabdlicas. Un analisis filogenético de distribucién de estos
compuestos muestra que la mayoria (93%) se encuentran en 4 grupos (macroalgas,

coelenterados, equinodermos y esponjas) (Faulker, 1993).

Algunas sustancias de origen natural no se utilizan tal como han sido extraidas,
sino que se modifican quimicamente para aumentar su eficacia y/o disminuir sus efectos
toxicos. Un ejemplo de estas es ‘el fopotecano, medicamento usado para el tratamiento
del céncer de ovario. Ademés de las sustancias de aplicacion directa como
medicamentos, existen otras que probaron ser ttiles como modelos moleculares o
moldes para procesos de sintesis o semisintesis quimica. La semisintesis corresponde a
la preparacion de un compuesto quimico en el laboratorio, a partir de una estructura
quimica intermedia donde ya existan parte de la estructura quimica final, con la

estercoquimica o disposicion espacial requerida. De esta manera, se aumenta el



rendimiento final y facilita la preparacion de moléculas complejas (Mongelli y Pomilio,

2002).

1.2 Tamizado biomolecular combinatorio (screening): seleccion de especies y

evaluacion de las actividades biologicas.

Elegir una especie para la busqueda de actividad farmacologica, se basa en una
serie de criterios que justifican el uso de determinado organismo, algunos de estos
criterios son el grado de toxicidad de las sustancias, accesibilidad y disponibilidad del
recurso, posicion ecoldgica y por supuesto la estructura quimica de dichas sustancias.
Uno de los criterios mas utilizados es el de la biotoxicidad como indicador de
propiedades farmacologicas generales. A menudo las sustancias toxicas quimicamente
transformadas o utilizadas en dosis adecuadas, muestran actividades terapéuticas
interesantes. Por tanto, el buscar moléculas activas se convierte en la bisqueda de

toxinas, y el medio marino es rico en especies venenosas y urticantes (Brackman y

Daloze, 1983).

Tradicionalmente, el primer .paso de la investigacion de productos naturales era
el aislamiento y la purificacion de los mismos posteriormente se investigaba si el
compuesto tenia o no, actividad biologica. Lamentablemente muchos de los compuestos
asi obtenidos carecian de valor terapéﬁtico. Por eso ahora la demostracion de la
existencia de actividad bioldgica precede necesariamente a los otros pasos en el
desarrollo de nuevos medicamentos. La deteccion inicial de actividad biolégica sirve

para seleccionar o descartar extractos crudos. Una vez que esto se ha hecho, se procede



al fraccionamiento siguiendo cada una de sus etapas mediante la medida de actividad
bioldgica, de modo que solo los compuestos activos sean aislados ¢ identificados. El
término “screening” o tamizado biomolecular combinatorio implica una rapida
evaluacion de muchas muestras, antes del estudio a profundidad de unas cuantas. El
“screening” comprende un conjunto de ensayos, que en general sefialan simplemente la
presencia o ausencia de respuesta biologica. El material utilizado para observar
respuestas biologicas es muy diverso y puede ser entre ofros, una célula, un
microorganismo, un insecto o una enzima. Los pilares fundamentales en un
procedimiento de “screening” o tamizados biomolecular son los métodos de seleccion
del material y los ensayos que se realizan con el mismo. El “screening” comprende dos
etapas: el primario y secundario o de orden superior. Cada uno implica la realizacion de
uno o mas ensayos de actividad bioldgica (bioensayos) para encontrar el o los

compuestos de interés (Mongelli y Pomilio, 2002).

1.3 Phyllum Cnidaria.

El phyllum Cnidaria estd compuesto por cuatro clases: Hidrozoa (hidrozoarios),
Scyphozoa (escifomedusas), Cubozoa (cubomedusas) y Anthozoa (anémonas y corales)
(Halstead, 1988).

Las caracteristicas mas notables de los cnidarios son la simetria radial primaria
en torno al eje oral-aboral derivado de un eje primario de la gastrula o simetria birradial
con el desarrollo de un plano sagital, manteniendo caracteres radiales externos; cuerpo
formado por tres capas, la epidermis externa, la gastrodermis y una mesoglea; una

cavidad del cuerpo, el celenteron, que deriva del intestino primitivo y una abertura, la



boca, procedente del blastoporo; casi siempre existen una o mas coronas de tentaculos
alrededor de la boca; ausencia del aparato excretor y respiratorio; presencia de un
aparato neurosensorial compuesto de una red nerviosa formada de protoneuronas y de
varios tipos de células sensoriales, a veces reunidos en organos sensoriales especiales;
una marcada tendencia al polimorfismo, en los cnidarios se observan dos tipos
morfoldgicos distintos, el medusoide o de forma medusa, que presenta el esquema del
cuerpo tipico de los cnidarios adaptado a nadar libremente, y la forma polipoide o
hidroide adaptada a la vida sésil; organos especiales de ataque y de defensa, llamados
nematocistos, formados por células intersticiales (Meglitsch, 1978).

Los cnidarios al carecer de un sistema muscular y nervioso apropiado para
atrapar presas con sus tentaculos, emplean un agente inmovilizador y la presencia de
algo que sujeta la presa a los tenticulos, esto los convierte en carnivoros a pesar de ser
animales de movimientos lentos. La presencia de estructuras como los nematocistos,
caracteristica basica de este grupo, les permite desempefiar dicha tarea, ya que éstos
aturden, paralizan o matan a la presa o enemigo, envuelven el alimento y lo sujetan con
los tentdculos. La toxina se aloja en los nematocistos, por lo tanto éstos juegan un papel
importante en la defensa y captura de presas, dichas toxinas pueden llegar a tener un
efecto paralizante en crustaceos y peces (Halstead, 1988).

Cada nematocisto esta constituido por una capsula, su contenido amorfo, una
tapa y un tubo invertido a veces con la base ensanchada a modo de mango. Cuando el
nematocisto se descarga, el tubo se evagina y el contenido de la cipsula se elimina, el

tubo y su extremo a menudo estan cubiertos de pias (Williamson ef al., 1996).
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Fig. 1 Estructuras de un nematocisto cargado (A) y descargado (B) (tomado de

Williamson et al., 1996).

1.3.1 Clase Anthozoa

La clase Anthozoa estd dividida en dos superclases: Alcyonaria y Zoantharia.

Los anthozoos, literalmente animales flor, incluyen a las anémonas 'y corales. Una

caracteristica principal de esta clase es que el polipo de estos animales prevalece, en

tanto que la medusa no se llega a formar (Halstead, 1988).

Las anémonas presentan una simetria primaria radial, biradial o radio bilateral,

esencialmente compuestas de dos capas epiteliales y una cavidad interna gastrovascular

o celenteron, la cual se abre solamente por la boca; la mayoria tiene un cuerpo cilindrico

corto y la cavidad oral rodeada de un numero variable de tentaculos (Halstead, 1988).



Una caracteristica dominante del grupo es que los tenticulos poseen
nematocistos y glandulas adhesivas; los primeros estan colocados en los tentaculos
marginales, generalmente agrupados en protuberancias, también pueden encontrarse en
la epidermis de la regidn oral o en las partes internas de los tenticulos; las glandulas
adhesivas al igual que los nematocistos, se encuentran en los tentaculos y éstas les
permiten capturar pequefias particulas de alimento. Generalmente poseen algas
unicelulares en sus tentaculos y disco oral, las cuales fotosintetizan azicares para su uso
y suplementar su alimentacion, estos azlicares pueden ser la mayor fuente de energia en
las anémonas (Hall y Strichartz, 1990).

Un eséfago muscular cuelga de la boca hacia la cavidad gastrovascular donde se
conecta con las paredes del cuerpo por una serie de divisiones verticales llamada
mesenterios. Estas divisiones son dobles en la gastrodermis, soportada por una capa
central de gel llamada mesoglea incrementado asi, la superficie digestiva del eséfago,
gracias a esto, la anémona puede digerir animales més grandes que ella como peces,
erizos, crustaceos. (Hall y Strichartz, 1990).

Presentan una variedad de colores que les da una apariencia de flor. Cuando esta
cubierta por agua, el cuerpo y los tenticulos se expanden, si la anémona se ve expuesta a
disturbios, los tentdculos se invaginan rapidamente y el cuerpo se contrae (Halstead,

1988).
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Fig. 2 Morfologia basica de una anémona (tomado de Halstead, 1988)

Las anémonas abundan en aguas tropicales, pero también hay especies que habitan en el
Artico. Existen aproximadamente 600 especies solitarias o coloniales exclusivamente
marinas, su rango batimétrico se extiende desde la zona intermareal hasta profundidades
mayores de 5000 metros. Varian en tamafio, desde unos cuantos milimetros hasta medio
metro de diametro. La mayoria de las especies son sésiles y viven adheridas a objetos o
diferentes tipos de sustrato, sin embargo, éstas pueden moverse si las condiciones del
ambiente no son favorables, se deslizan con el disco basal (pedal) logrando moverse

unos pocos milimetros por dia (Hall y Strichartz, 1990).



1.3.2 Lebrunia danae

La anémona Lebrunia danae pertenccen a la subclase Zoantharia, familia
Aliicidae del orden Actinaria, se distribuye en el Atlantico desde Bermuda hasta el sur
de Brasil, localizada cerca de arrecifes coralinos a una profundidad que varia de 2 a 40
metros. Esta especie tiene como caracteristica principal dos tipos de tentaculos,

primarios y secundarios. Los primarios son tipicos de la mayoria de las anémonas

mientras que los secundarios son distintivos de esta especie (Cunnigham y Goetz, 1996).

Fig. 3 Lebrunia danae (Duchassaing & Michelotti, 1860) (tomada de Deloach y Humnn,
2002). -



2. Antecedentes

La primera extraccion de toxinas de anémonas la realizo el fisidlogo francés
Charles Richet en 1903, con la especie Anemonia sulcata, obteniendo dos sustancias, la
talasina y congestina (Béress ei al, 2000).  Shapiro (1968), reporta la primera
purificacion de una toxina, extraida de los tentaculos de la anémona Condylactis
gigantea.

Un estudio sistematico consagrado al aislamiento y caracterizacion de las toxinas
de anémonas, especialmente de Anemonia sulcata fue iniciado por L. Béress y R. Béress
en 1966-1967 en la estacion zooldgica de Naples. Este trabajo reporta la purificacion
parcial de dos toxinas, toxina I (ATX I) y toxina II (ATX II). Ambas son polipéptidos de
medio peso molecular (5000 MW) con efecto paralizante en cangrejos (Carcinus
maenas) y mamiferos (ratones). Los métodos de purificacion se perfeccionaﬁ a partir de
1974, obteniendo una tercera toxina (ATX III). Usando estas técnicas de aislamiento,
Béress y Zwick (1980) encontraron cuatro toxinas en Condylactis aurantiaca (CTX 1, 11,
IIT y IV) y dos en Bolocera tuediae (BTTX 1y II) (citados en Béress et al., 2000).

Norton et al. (1976), purificaron la toxina APC de la anémona del Pacifico,
Anthopleura elegantisima y cuatro de Heractis magnifica previamente llamada
Radianthus paumotensis.

Materiales activos de estructura novedosa han sido aislados en una gran cantidad
a partir de cnidarios; de 9000 especies conocidas, aproximadamente 70 son reportadas
como venenosas, causando intoxicacion en el hombre por medio de sus nematocistos o

bien, por la ingestion de los tejidos. Ejemplos importantes de anémonas venenosas son
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Sagartia sp., Actinia sp. y Amenonia sulcata (Baslow, 1977). En extractos de tejidos de
anémonas se han encontrado una variedad de sustancias quimicas que presentan
actividad bioldgica en varios sistemas de prueba; ejemplos de esto son Anthopleura
elegantisima y Metridium dianthus de las cuales se extrajo adcido 2-aminoetilfosfonico,
de Antopleura xanthogrammica se obtuvo acido 2-metilaminoetilfosfonico, en Zoanthus
sociatus se aisld acido a-amino-B-fosfonopropionico y de Palythoa sp. se extrajo una
potente toxina llamada palytoxina (Baslow, 1977).

Mebs y Gerbauer (1980), aislaron polipéptidos biologicamente activos en la
anémona Stoichactis sp., éstos presentaron actividad hemolitica e ictiotoxica.

Otro tipo de bioactividad reportada en anémonas, ademas de hemolitica y
neurotdxica, es la que bloquea canales de potasio y sodio. Frelin et al., 1984 (citados en
Béress et al.,, 2000) indican que la caracteristica particular de ATX II y del tipo I de
toxinas de anémonas, es que son capaces de discriminar entre canales de sodio de
diferentes células de especies animales. La toxina de escorpion y algunas de las toxinas
tipo Il de otras anémonas no tienen este poder discriminante.

La investigacion de la estructura y funcion de péptidos de anémonas fue iniciado
por Barhanin ef al. (1981, citados en Béress ef al., 2000) quienes mostraron que el sitio
responsable de la fijacion de ATX II al canal de sodio es distinto al sitio responsable
para la toxicidad de estos péptidos.

Catterall y Béress (1988, citados en Béress ef al., 2000), demostraron que la
toxina Il de Anemonia sulcata (As 1I) se une, al igual que la o-toxina de escorpion, al

mismo sitio del canal de sodio. Aunque estas observaciones han sido corroboradas por
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otros laboratorios, no se asegura con cerieza que exista una equivalencia con el sitio de
union de As I y a-toxina de escorpion.

Salgado y Kem (1992), evaluaron el efecto de tres neurotoxinas,

estructuralmente diferentes, de las anémonas Stichodactyla helianthus, Condylactis
gigantea y Calliactis parasitica, en los canales de sodio de crustaceos e insectos. Los
resultados indican que las tres toxinas son particularmente toxicas para los crustaceos,
moderadamente toxicas para insectos mientras que en mamiferos no se observd un
efecto de toxicidad
Castafieda et al. (1995) analizaron la toxina de Stichodactyla helianthus, encontrando
actividad bloqueadora de canales de potasio. Después de analizar la toxina de esta
especie, determinaron que no existia homologia con otros péptidos bloqueadores de
canales de potasio de anémonas como el caso de Bunodosoma granulifera.
Ademés de la identificacion de las sustancias bioactivas, se han propuesto diferentes
meétodos para la extraccion del veneno, Malpezzi et al. (1993), utilizé un método de
estimulacién eléctrica para obtener el veneno puro de la anémona Bunodosoma
caissarum, sin sacrificarla. Con este método se identificaron tres neurotoxinas,
detectando actividad hemolitica y neurotdxica en cada una de ellas.

Béress et al. (2000), afirma que las secuencias de la mayoria de las toxinas de
anémonas han sido elucidadas, con excepcion de ATX 111, la cual es una toxina corta. La
secuencia de las toxinas son homologas, todas estédn interconectadas por tres puentes

disulfuro que estabilizan la estructura de la molécula y residuos de cisteina-6-media que
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siempre se encuentra en la misma posicion (7 y 8). Su peso molecular se encuentra en

. 2933 dalton (ATX III) y 5630 dalton (CTX I1I).

Anderluh y Macek (2002) afirman que en mas de 32 especies de ancmonas se ha
reportado efecto citolitico letal de péptidos y proteinas. Basado en su estructura
primaria y propiedades funcionales, las citolisinas han sido clasificadas en cuatro
grupos:

o Grupo I, consiste en péptidos de 5-8 kDa, representando este grupo se
encuentran las toxinas de las anémonas Tealia felina y Radianthus
macrodactylus. Estos péptidos forman poros en la fosfotidilcolina de
las membranas. >

o Grupo 1II es el mas numeroso, comprende proteinas basicas de 20 kDa,
la mayoria aisladas de la familia Actiniidae y Stichodactylidae.
Equinotoxinas, esticolisinas y magnificalisinas de Actinia equina,
Stichodactyla helianthus, y Heteractis magnifica, respectivamente.

° Grupo 111, fosfolipasas A; citoliticas de 30-40 kDa de Aiptasia pallida
(Familia Aiptasiidae) y citolisinas similares, debido a la actividad
enzimatica de Urficina piscivora.

e Grupo IV, una citolisina tiol-activada, y metriodiolisina con una masa
de 80 kDa de la especie Metridiun snile (fam. Metridiidaes).

Basandose en su peso molecular, las citolisinas se clasifican en:

a) Péptidos de 5-8 kDa con actividad antihistamina.
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b) Proteinas formadoras de poros (pore forming) de 20kDa, inhibidas por
esfingomielina

c) Citolisinas con o sin actividad de fosfolipasa A, de 30-40 kDa

d) Un grupo de proteinas de 80 kDa, grupo representado por una citolisina de
Metridium senile.

Dentro de las técnicas de purificacion de polipéptidos, Sanchez et al. (1996)
proponen un método bioquimico para la investigacion de polipéptidos bioactivos en la
anémona Anemonia sulcata, que consiste en simplificar el procedimiento de purificaciéon
de las cinco toxinas enconfradas en esta especie (ATX I, II, III, IV y AS V) utilizando
resina de poliestireno polidivinilbenzol Serdolit XAD-2.

Hashimoto (1979) indica que es importante detectar la toxicidad en un
organismo para que a partir de esto se pueda elucidar la importancia de dicha toxina, los
estudios para la deteccion de actividad bioldgica son requeridos para este propésito.
Segun Baslow (1977) la anémona Lebrunia danae se encuentra dentro de la lista de los
cnidarios mas venenosos y peligrosos para el hombre. A pesar de su alta toxicidad, esta
especie no habia sido estudiada con el fin de obtener y evaluar la actividad bioldgica de
sus toxinas. La innegable importancia bioldgica que tienen estos estudios radica en la
posibilidad de encontrar un importante valor terapéutico en las toxinas y poder
aplicarlas en la farmacologia. También pueden utilizarse como modelos moleculares
para procesos de sintesis o semisintesis quimica, como herramientas en biologia

experimental; o bien, simplemente para encontrar el tratamiento adecuado en las
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afecciones que pueden causar en el hombre, al estar en contacto con estas sustancias de

manera accidental.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Llevar a cabo el aislamiento y caracterizacion biologica de las sustancias activas de la

anémona Lebrunia danae.

3.2 Objetivos particulares

Identificar los nematocistos de la anémona Lebrunia danae.

Evaluar la actividad citotéxica, hemolitica y neurotoxica del exfracto crudo de la

anémona Lebrunia danae.

Purificar los polipéptidos activos del extracto crudo de L. danae, mediante el uso de

cromatografia de liquidos,

Evaluar la actividad neurotéxica de lo polipéptidos purificados por medio de

bioensayos.
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4. Mctodologia

4.1. Area de recolecta

La laguna arrecifal de Puerto Morelos se encuentra ubicada en la porcion
nororiental de la peninsula de Yucatan, entre los 20° 52" N y los 86° 51” O, en el estado
de Quintana Roo (Ruiz-Renteria et al., 1998). Comprendida entre la barrera coralina y la
linea de costa, tiene una extension aproximada de 7 km y una amplitud entre 350 y 1600
m; la profundidad varia entre 1 y 8 m, teniendo como promedio 3 m y presentando la
maxima profundidad en la zona sur debido a dragados asociados a la actividad del
puerto. La laguna termina al sur donde se forman bancos arrecifales aislados, hacia el
norte la laguna se encuentra con los limites de Punta Tanchacté, en este punto el
arrecife y la costa se acercan hasta una distancia de aproximadamente 150 m y la
profundidad es menor a un metro; la laguna se estrangula en este lugar, por lo que en
términos funcionales esta zona puede considerarse analoga a la boca de una laguna
costera. El arrecife esta compuesto por corales, escleractinios, gorgonaceos, y algas. La
zona marina esta dividida en laguna arrecifal, arrecife posterior, cresta arrecifal y
arrecife frontal. La mayor parte del fondo de la laguna arrecifal se encuentra cubierto
por densas comunidades de pastos marinos, dominado por Thalassia testudinum. En
algunas zonas se localizan fondos arenosos con escasa presencia pastos y algas
coralinas. En otros lugares la roca subyacente aflora permitiendo la implantacion de
corales, que en la parte sur de la laguna forman importantes “cabezos” de varios metros

de altura (Merino-Ibarra y Otero-Davalos, 1983).
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Los ejemplares de Lebrunia danae se recolectaron entre febrero y septiembre del
2003, mediante el uso de buceo SCUBA en la Laguna arrecifal de Puerto Morelos, en
una zona conocida como “La Bocana, que es una entrada del arrecife frontal con una
profundidad promedio de cuatro metros (Merino-Ibarra y Otero-Davalos, 1983). Los

organismos se encontraron adheridos a las rocas y corales de la zona los cuales se

removieron del sustrato con ayuda de espatulas.
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Fig. 4 Area de recolecta de Lebrunia danae (tomado de Merino-Ibarra y Otero-Davalos,
1983)
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4.2. Obtencion de extracto e identificacion de nematocistos.

Los organismos recolectados se llevaron al laboratorio en cubetas con agua de
mar, una vez en el laboratorio fueron tratados para obtener el extracto crudo. Para esta
tarea se empled el método modificado de Kem e al. (1989) (ciclos de congelado y
descongelado), que consiste en colocar los organismos en un recipiente con agua
desionizada, posteriormente se agitan de manera manual con la ayuda de una varilla de
vidrio por un periodo de 20 minutos. Al terminar, los organismos se extrajeron de la
solucién para guardarlos en bolsas de plastico y congelarlos a -60° C por 30 minutos.
Este procedimiento se repitié tres veces, descongelando los organismos en la misma
solucién, finalmente, ésta se transfirié a viales para congelarse nuevamente a -60° C por
24 horas. Transcurrido este tiempo, el contenido de los viales se liofiliz6. El proceso de
liofilizacion tiene una duracién aproximada de 48 horas, terminado el proceso, se pesé

el extracto crudo obtenido.

Al momento de colocar los organismos en un recipiente con agua desionizada,
estos reaccionan liberando un liquido denso color café, el cual contiene los
nematocistos. Para identificar los nematocistos, se analizé dicha solucién en un
microscopio compuesto. Los nematocistos observados se midieron con una reglilla
colocada en uno de los objetivos y se tomaron microfotografias utilizando una camara
Olympus SC35 typel2 instalada en el microscopio. Solo se midieron los nematocistos
descargados ya que Mariscal (1974), indica que tanto el didmetro de la capsula como de
los tubulos, asi como el tamafio, la forma y la abundancia de las espinas sobre la

superficie del tibulo, son criterios que se utilizan para la identificacién. Finalmente con
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la ayuda de una guia para los distintos tipos de cnida, se llevo a cabo la identificacion
(Williamson et al., 1996 y Mariscal, 1974). Se determiné media y error estandar de los

datos obtenidos.

4.3. Caracterizacion biologica del extracto crudo
4.3.1 Bioensayo de Artemia salina

Para evaluar la actividad citotoxica del extracto crudo de Lebrunia danae se
realizé el bioensayo de Artemia salina (Meyer et al., 1982), obtenida mediante la
eclosion de quistes (Anexo 1). Se realizaron preliminares con el objetivo de encontrar el
intervalo de concentraciones que nos permitiera estimar la concentracion letal media
(CLsg). Se utilizaron organismos con un tiempo de vida de 24 horas. En el primer
bioensayo preliminar, se probaron las concentraciones de 100, 50 y 10 mg/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 30 con un error de + 1 artemia. Se
prepararon tres réplicas para cada concentracion. El tiempo de exposicion a la toxina fue
de 24 horas, en €l que se registrd conducta y mortalidad de los organismos al inicio y
final del bioensayo. Las siguientes concentraciones a probar fueron de 1, 5 y 10 mg/ml.
Con base en estos resultados preliminares, se prob6 un intervalo de concentraciones mas
bajo para encontrar la CLsg ! en esta ocasion, las concentraciones fueron de 0.25, 0.5,
2.0, 4.0, 6.0 y 8.0 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

! CLso para este trabajo se define como la concentracidn a la que mueren el 50% de los organismos independientemente de
que los datos sean o no normales
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bioensayo se analizaron por el método estadistico de Reed-Muench para determinar
CLso.
4.3.2 Bioensayo hemolitico

La actividad hemolitica del extracto crudo de Lebrunia danae se probd en
erifrocitos de vaca, cerdo y borrego, empleando el método modificado de Rottini et al.
(1990 citados en Santamaria et al., 2002). Se tomaron muestras de sangre fresca en
tubos de ensayo que contenian solucion Alsever (anexo 2) como anticoagulante, e
inmediatamente fueron colocados en hielo para evitar hemdlisis. El siguiente paso fue
lavar los eritrocitos con solucién Alsever para eliminar grasa y plasma. La muestra se
centrifugd a 3500 RPM durante cinco minutos a una temperatura de 4° C. EI
sobrenadante se elimind, mientras que el paquete celular precipitado, se resuspendié en
la solucién Alsever.

Para calibrar la cantidad de eritrocitos necesaria para el bioensayo, es decir la
cantidad de eritrocitos por mililitro con la que se logra el 0% de hemolisis en solucién
Alsever y 100 % de hemdlisis en agua desionizada, se realiz6 de la siguiente manera.
Primero se prepar6 un estandar, tomando 1 ml de la solucion de eritrocitos lavados en 10
ml de Alsever. Se colocaron diferentes cantidades de esta solucion, desde 30 a 50 pl,
completando el volumen a 1 ml con agua y solucion Alsever, posteriormente se
realizaron lecturas de absorbancia a 415 nm. Finalmente se encontré que al tomar 40.5,
36.5 y 42 pl de la sangre de vaca, borrego y cerdo respectivamente, se obtenia el 100%

de hemdlisis en agua desionizada y 0% en solucién Alsever para cada caso.
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Una vez hecha la calibracion de eritrocitos, se probd el efecto hemolitico de las
toxinas de Lebrunia danae. Esto se hizo colocando 40.5, 36.5 y 42 pl de la sangre de
vaca, borrego y cerdo respectivamente, en tubos de ensayo con las siguientes
concentraciones de extracto crudo disueltas en Alsever por triplicado: 10, 8, 6, 4, 2, 0.5,
0.25 mg/ml y control (solucién de eritrocitos mas solucion Alsever), posteriormente se
incubaron a 37°C por 30 minutos. Para determinar la cantidad de hemoglobina liberada
(hemolisis) causado por las toxinas, se leyd la absorbancia de cada muestra a 415 nm.
Los resultados de hemdlisis se graficaron contra la concentracion del extracto crudo en
una curva de dosis-respuesta. Finalmente, para encontrar si existian diferencias
significativas enfre los valores de hemolisis de cada tipo de eritrocito, se aplico la prueba
estadistica no paramétrica de Kruskal-Wallis, previo esto se realizaron las pruebas de
Lilliefors y Shapiro-Wilk para verificar la normalidad de los datos.

4.3.3 Bioensayo neurotoxico

La actividad neurotdxica del extracto crudo se evalué mediante el bioensayo de
cangrejo (Béress y Zwick, 1980). Para este bioensayo se recolectaron 1.5 cangrejos de la
especie Ocypode cuadrata (10-15 gramos) a los cuales se les inyectd 0.01ml de cada
concentracion de extracto crudo en la tercera pata caminadora. Se registré el tiempo de
respuesta observando reacciones de p'ﬁrélisis, convulsiones y muerte (iurante los
primeros 60 minutos después de aplicar la toxina. Para determinar si existia actividad
neurotoxica en el extracto se utilizaron concentraciones de 50, 40, 30, 20 y 10 mg/ml
disueltas en agua desionizada. Con el fin de encontrar la concentracién més baja donde

se presentara el efecto neurotdxico, el siguiente intervalo de concentraciones a probar
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fue de 10, 8, 6, 4 y 2 mg/ml, esta vez fue por duplicado. El control fue agua desionizada.
Para las fracciones purificadas, se realizé el mismo bioensayo diluyendo 1 mg de la

fraccidn liofilizada en un ml de agua desionizada.

4.4. Purificacion de polipéptidos activos

4.4.1 Cromatografia liquida.

Se realizé una preevaluacion de la actividad del extracto crudo 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 purificacién y a partir de que
concentracion se presentaba el efecto neurotdxico. Una vez evaluada la actividad del
extracto, se procedid a la purificacion de la toxina mediante el uso de cromatografia li-
quida de baja presion, usando un cromatdgrafo (Pharmacia Biotech). El primer paso fue
la cromatografia de filtracion en gel, donde se utilizé un gel tipo Sephadex G50, para
separar los grupos de proteinas por tamafio molecular. Posteriormente se emple6 un gel
de intercambio anidnico QAE Sephadex A25 (Pharmacia Biotech). El siguiente paso fue
la eliminacion de sales en las muestras obtenidas en la cromatografia anterior,
pasandolas por gel Sephadex GS50. Siguiendo ‘con la cromatografia de intercambio
cationico, se utiliz6 una columna empacada con Fractogel EMD S03” 650 M (Merck).
Nuevamente se realizo la eliminacion de sales en las muestras obtenidas, en este caso,
empleando un gel Sephadex G25. Las lecturas de transmitancia, en todos los casos, se

realizaron a 280 nm.

Se pesaron 0.8128 g de extracto crudo liofilizado diluyéndolo en 25 ml de agua

destilada. La muestra se centrifugd para eliminar solidos, posteriormente se introdujo en
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Ja columna de Sephadex G-50 (5 x 90 c¢m) para llevar a cabo la separacion del extracto
en fracciones de diferente tamafio molecular, utilizando como eluente acido acético a
una concentracion 0.7 M, velocidad de flujo en la columna de 3 ml/min y fracciones de

20 ml.

Una vez obtenidas las fracciones, se eligieron aquellas que mostraron mayor
valor de transmitancia en el cromatograma (dos de bajo peso molecular, dos de alto
peso molecular y una intermedia) y aquellas que presentaron actividad neurotdxica en
cangrejos. Posteriormente, estas fracciones se pasaron por la columna de intercambio
i6nico (Aniénico) de QAE Sephadex A-25 (1.2 x 50 cm), en este caso se utilizé un
gradiente escalonado y como eluente acetato de amonio con concentraciones de 0.01,
0.05,0.1, 0.3, 0.5y 1 M a un pH de 8.5, el flujo en la columna fue de 2.0 ml/min con
fracciones de 15 ml. El siguiente paso consistio en desalar las muestras en Sephadex
G50 (2.1 x 89 cm) utilizando acido acético 0.7 M como eluente con un flujo de 3ml/min
recolectando fracciones de 15 ml. Posteriormente se utilizo la columna de intercambio
catiénico, Fractogel EMD SO3-650 M (1 x 23 cm), de igual manera se utilizé un
gradiente escalonado de acetato de amonio con concentraciones de 0.01, 0.05, 0.1, 0.3,
0.5y 1M aun pH de 5.4, el flujo en la columna fue de 2.0 mI/i‘min y las fracciones de 15
ml. El dltimo paso de la purificacion en cromatografia liquida consistié en desalar las
muestras en Sephadex G-25 (2 x 80 cm), utilizando el mismo eluente que en los casos
anteriores para cromatografia de filtracion en gel, en este caso la velocidad del flujo fue

de 2Zml/min con fracciones de 15 ml.
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Cada fraccion identificada en el cromatograma (picos), se concentré a presion
reducida en un volumen aproximado de 15 ml en un rotaevaporador a una temperatura
méxima de 30° C. Finalmente se evalud la actividad neurotoxica de cada una de éstas

mediante el bioensayo de cangrejo (Béress y Zwick, 1980).

4.4.2. HPLC

Las fracciones con actividad neurotdxica se sometieron al ultimo proceso de
purificacién que se realizé mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en
una equipo Varian. Se utilizé acetonitrilo, dcido trifluoroacético y agua grado HPLC
como buffers de elusion. 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 5pum, médulo de distribucion
de solventes ProStar, detector UV-VIS para medir longitud de onda a 280 nm y
automuestreador ProStar. La corrida por muestra tuvo una duracion de 70 minutos.
4.5. Cuantificacion de proteina

Se determinoé el contenido de proteina presente en el extracto crudo de L. danae
siguiendo el método de Bradford (1976) con un kit de Bio-Rad Protein Assay (anexo 4).
La curva de calibracion se realizd con un estandar de suero de albumina a
concentraciones de 1.2, 2, 44, 6.6, 88 y 10 mg/ml. Posteriormente se analizd la
muestra, utilizando extracto crudo liofilizado de L. danae a concentraciones de 5, 10 y
15 mg/ml. Se aplicé un tratamiento de regresion lineal para los datos de la curva de

calibracién y con esto determinar el contenido de proteina en la muestra.
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4.6. Determinacion de peso molecular por medio de electroforesis en SDS-PAGE.

Para conocer ¢l intervalo de peso molecular del extracto de L. danae se realizd
una electroforesis en SDS-PAGE a una concentracion de 12 % (anexo 6) de acuerdo al
método de Laemmli (1970) (citado en Smith, 1994). Las muestras migraron a un voltaje
constante de 20 volts durante cuatro horas, corriendo dos geles a un tiempo en una
misma cdmara. Se colocaron los marcadores de bajo peso molecular (Amersham
Biosciences) y extracto crudo a una concentracion de 100 mg/ml por duplicado en el
mismo gel. Se utilizaron 2 pl de marcadores por canal, mientras que de muestra se
colocaron 4 pl. La tincién con la técnica de Coomassie (Kruger, 1994) durd
aproximadamente 24 horas; para destelir los geles, el proceso se realiz6 con una mezcla

de metanol-4cido acético 25% : 30 % (anexo 2).
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5. Resultados

5.1. Identificacion y clasificacion de nematocistos de Lebrunia danae

Al analizar el extracto obtenido de la anémona L. danae al microscopio, sc¢
observaron tres tipos de nematocistos diferentes, los cuales se catalogaron en tres
diferentes tipos I, II y III. Al medir la longitud de 20 estructuras de cada tipo, se
encontraron dimensiones promedio de 4.95, 18.3 y 17.25um para el tipo I, Il y III

respectivamente.

Tabla I Medicion de la longitud de los tres tipos
de nematocistos encontrados en el extracto de
Lebrunia danae

Tipo I Tipo 11 Tipo 111
5 20 20
5 20 20
5 19 23
5 19 20
5 21 16
5 19 20
5 19 20
5 18 20
5 15 15
5 18 19
5 19 14
3 19 15
6 16 15
5 18 18
5 17 15
5 15 16
5 15 13
5 20 15
5 19 15
5 20 16

4.95+0.51 | 1830+1.81 | 17.25+2.77
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Con base a las dimensiones y caracteristicas de los nematocistos se realizo la
identificacién por medio de la clave (Williamson ef al., 1996), teniendo como resultado
que los nematocistos tipo 1 son microbasico amastigoforo (MiAm), los tipo II

macrobasicos amastigoforos (MaAm) y los tipo III espirocistos (Sp).

Fig. 5 Microfotografia del nematocisto tipo I a punto de descargarse, identificado como
microbasico amastigéforo (MiAm).

Fig. 6 Microfotografia del nematocisto tipo II descargado, identificado como
macrobdsico amastigéforo (MaAm).
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Fig. 7 Microfotografia de nematocistos tipo III descargados, identificados como
espirocistos (Sp).

5.2 Cuantificacién de proteina y determinacién del peso molecular del extracto
crudo.

Se determind el contenido de proteina presente en el extracto crudo, utilizando
concentraciones de 5, 10 y 15 mg/ml de extracto liofilizado. Se encontré una

concentracion maxima de 1.184 mg/ml en 15 mg/ml de extracto, mientras que en la

concentracion de 5 mg/ml no se reporta concentracion (tabla II).

Tabla IT Cuantificacion de proteina en extracto crudo de Lebrunia danae.

Concentraciéon | Absorbancia Proteina
(mg/ml) (mg/ml)
5 0.000 0
10 0.050 0:237
15 0.084 1.184

Con base a la electroforesis de extracto crudo, se obtuvieron 5 bandas claramente
identificadas mediante la tincion con la técnica Coomassie. Estas cincos bandas se

encuentran entre los valores de 10 y 45 k_Da (fig. 8). De acuerdo a las bandas que
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muestra ¢l marcador (estindar), la primera le corresponde un valor de 10 kDa (I),

seguida de una de 14.3 (II), 20.1 (IIT), 30 (IV) y 45 kDa (V).
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Fig. 8 Electroforesis en gel de acrilamida SDS-PAGE con una concentracién de 12 %.
Los carriles A y B corresponden al marcador de bajo peso molecular, C y D
corresponden al extracto crudo en concentracion de 100 mg/ml.
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5.3 Caracterizacion biologica del extracto crudo

5.3.1. Actividad citotéxica

Basandonos en preliminares, se decidi6 aplicar un intervalo con concentraciones
de 8,6,4,2,0.5y0.25 mg/ml para estimar la CLsg. Como lo indica la tabla III, en la
concentracion mas alta (8 mg/ml) se presentd una mortalidad del 96.9 %, mientras que
para la concentracion mas baja (0.25 mg/ml) ésta fue de 3.4%.

Para estimar ClLsy se utilizd el método estadistico Reed-Muench, que es el
recomendado especificamente para el tratamiento de los datos obtenidos en el bioensayo
de Artemia salina segin Wah (1993). Con base a lo anterior, se construyd una grafica
de valores de mortalidad y sobrevivencia (valores acumulados) contra logaritmo de las
concentraciones (fig. 9). El punto de interseccion de estas lineas nos indicaria el
logaritmo de la dosis letal media, valor que corresponde a 0.45. Posteriormente se
calculé el error estandar con un nivel de confianza del 95%. La dosis letal que se

encontro para el extracto crudo de L. danae fue de 2.82 mg/ml.
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Tabla III. Tratamiento de datos del bioensayo de Artemia salina por el método de

Reed-Muench para estimar CLsg.

Concentracion| Log de la Muertos Vivos Yo
(mg/ml) concentracion | Muertos | Vivos [acumulados| acumulados [Mortalidad
10 1 30 0 125 0 100
8 0.903 27 3 95 3 96.9
6 0.778 26 4 68 7 90.6
4 0.602 23 7 42 14 75
2 0.301 12 18 19 32 37.3
| 0.5 -0.301 4 26 7 58 10.8
0.25 -0.602 3 27 3 85 3.4
140 -
. 120 -
k=1
_§ o 100 - _ ,
S F e lidad ulad
= -S & 11 —a— Mortalidad acumulada
E "é % Sobrevivencia acumulada
& g & 60
g B3
S 40 -
«
==
20 /u/
-1 -0.5 0 0.5 1 1.5

Logaritmo de la concentracion

Fig. 9 Gréfica de los valores acumulados de mortalidad y sobreviviencia contra el
logaritmo de la concentracion para estimar la CLsg del bioensayo de Artemia salina por
el método de Reed-Muench
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5.3.2. Actividad hemolitica

La actividad hemolitica se observé mediante una curva dosis-respuesta (fig. 10)
que presenta la cantidad de hemoglobina liberada, medida en valores de transmitancia,
causada por el efecto de las distintas concentraciones de extracto crudo de la anémona
Lebrunia danae. El extracto crudo causé hemolisis en los tres tipos de eritrocitos
expuestos a la toxina en un intervalo de concentraciones de 0.006 a 0.238 mg de
proteina/mg (tabla IV). Al medir la actividad hemolitica aparentemente se observo una
mayor sensibilidad por los eritrocitos de borrego, seguido por los eritrocitos de vaca y
finalmente los eritrocitos de cerdo; sin embargo, no se determinaron diferencias
estadisticamente significativas (Kruskal-Wallis al 95%, Hea= 0.25 vs. Hei= 5.819) entre

los valores de hemolisis en los tres tipos de eritrocitos.
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Tabla IV. Valores de hemolisis medida en absorbancia correspondiente a eritrocitos de
vaca, borrego y cerdo; expuestos a distintas concentraciones de extracto crudo de la

anémona Lebrunia danae,

Concentracion de extracto
(mg Proteina/ml) Vaca | Borrego | Cerdo
0.238 0.395 0.496 0.501
0.190 0.385 0.485 0.409
0.143 0.269 0.329 0.188
0.095 0.178 0.195 0.129
0.048 0.075 0.075 0.082
0.012 0.013 0.014 0.032
0.006 0.004 0.003 0.030
0.6
0.5 1
E 04 - P ali—
& ,
e —&— Vaca
2 0.2 - s o B
v orrego
0.1 + e / | ¢~ Cerdo
0 __h?i T ) T T |
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Concentracion de extracto crudo (mg de proteina/ml)

Fig. 10 Curva de dosis-respuesta representando la hemélisis de los eritrocitos de vaca,
borrego y cerdo, medida en absorbancia a 415 nm, causada por exposicion a las
diferentes concentraciones del extracto de L. danae
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5.3.3. Actividad neurotdxica

Se probo el efecto neurotdxico del extracto crudo de Lgbrunia danae inyectando
0.1 ml de diferentes concentraciones de extracto crudo a cangrejos de la especie
Ocypode cuadrata. Iniciamos probando concentraciones de 50 a 10 mg/ml para
encontrar la concentracion mas baja en la que se obsewara' efecto. Con las
concentracion de 50 a 10 mg/ml la respuesta fue inmediata, los organismos presentaron
lentitud en sus movimientos al momento de inyectar la toxina, se observéd parélisis
parcial en las patas, posteriormente se presentaron convulsiones fuertes que terminaron
conuna paralisis total, los organismos murieron antes de 60 minutos.

Finalmente se probaron concentraciones de 8, 6, 4 y 2 mg/ml, para esta parte se
utilizaron dos organismos por concentracion. Se encontréd que a partir de los 4 mg/ml no
ocurria ninguna reaccion, al igual que en'2 mg/ml. En las concentraciones de 6 y 8
mg/ml, los organismos tuvieron convulsiones leves y paralisis sélo en el apéndice
donde se aplico la toxina (tercera pata caminadora). La muerte ocurrié en un tiempo
mayor a 60 minutos. Los organismos que sobrevivieron a las concentraciones mas bajas
estuvieron bajo observacién durante seis horas antes de ser liberados, durante este

tiempo no presentaron ninguna reaccién que revelara un efecto neurotéxico.

Este preliminar fue necesario para probar la existencia de la actividad
neurotéxica y determinar la concentracién més baja donde se presenta dicho efecto que
fue a los 6mg/ml. A partir de esto, se inicio6 la purificacién de los compuestos activos

presentes en el extracto mediante cromatografia liquida de baja presién.
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5.4 Purificacion y evaluacién de la actividad neurotdxica de los polipéptidos activos
aislados.

La primera cromatografia de este proceso de purificacion se realizo en Sephadex
G-50 (5 x 90 cm), extrayendo 14 fracciones de las cuales, s6lo se consideraron aquellas
que presentaron mayor valor de transmitancia (picos) considerando dos de alto peso
molecular (F3 y F7), dos de bajo peso molecular (F11 y F12) y una intermedia (F9). Las
cinco fracciones (Fig. 11) seleccionadas se evaluaron mediante el bioensayo de cangrejo
(Béress & Zwick, 1980) para detectar actividad neurotdxica. Sélo cuatro fracciones
resultaron activas (F3, F7, F9 y F12), causando efectos en el cangrejo, tales como
paralisis, convulsiones y posteriormente la muerte de los organismos.

El siguiente paso de la purificacion fue la cromatografia de intercambio aniénico
en QAE Sephadex A-25 (1.2 x 50 cm). De los cuatro cromatogramas correspondientes a
las fracciones activas, nuevamente se seleccionaron las fracciones que presentaron
mayor valor de transmitancia, en este caso no se realizé el bioensayo con cangrejo para
continuar con la siguiente fase de purificacion, que consistié en la eliminacién de sales,
en Sephadex G-50 (2.1 x 81 cm). En este caso s6lo se seleccionaron dos fracciones
centrales de cada cromatograma, que es dofide ocurre la eliminacién de las sales

presentes en la muestra.
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Fig. 11 Fracciones activas obtenidas de la purificacién del extracto crudo de la anémona Lebrunia danae en cromatografia
liquida de gel Sephadex G50 (5 x 95 cm)
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A continuacion se realizo la cromatografia de intercambio catiénico en Fractogel EMD
SO3-650 M (1 x 23 c¢m), en este paso la seleccion fue variada, basindose nuevamente en
el hecho de elegir aquellas fracciones que presentaron mayor valor de transmitancia
(picos) y ademas la concentracion del eluente (acetato de amonio), ya que esperabamos
que los compuestos de interés salieran durante las primeras concentraciones del
gradiente tales como 0.01, 0.05, 0.1 y 0.3 M. En el caso de la fraccion
G50F3/QAEF1/G50F2, se tomaron 9 fracciones del cromatograma (F1, F2, F3, F4, F5,
F6, F7, F8 y F9). Para la fraccion G50F7/QAEF4/G50F2 se seleccionaron las fracciones
F1, F2, F4 y F6 En el caso de G50F9/QAEF1/G50F2, las fracciones F1, F2, F4 y Fo6;
finalmente para G50F12/QAEF1/G50F2 las fracciones F1, F2, F4 y F6. Una vez mas se
realizo la eliminacion de sales de todas la muestras seleccionadas por gel Sephadex G25
(2 x 80 cm). El proceso de purificacién (cromatogramas), asi como la seleccion de las
fracciones activas se muestra graficamente en las figuras 12, 13, 14 y 15.

Para continuar con el ultimo paso de la purificacién, que corresponde al HPLC,
se realizd nuevamente el bioensayo de cangrejo que nos permitiria identificar y
purificar solo aquellas fracciones que presentaran actividad neurotéxica. La tabla V
muestra el nivel de actividad neurotoxica de cada fraccién, asi como las reacciones de

los organismos.

39




Tabla V Evaluacion neurotoxica de las fracciones purificadas en Sephadex G-25

Fraccion Nivel de
actividad
a *
b *%*
c E3
d B3
e *k
F3 f —
g o
h **
i -
] /
k *%
a —
F7 b
c
d * %
a * &
b x%
c /
K9 d /
e
f *%
a F
Fi12 | b =
c *
d *%

** Activa, parélisis inmediata después de aplicar la toxina, presenta fuertes convulsiones (1 6 2
minutos) y la muerte ocurre en menos de cinco minutos.

* Poco activa, los organismos presentan paralisis después de cinco minutos, convulsiones leves
antes de los 10 minutos, la muerte ocurre entre 15 y 60 minutos después de haber aplicado la
toxina.

-- 1o activa, el organismo se recupera sin presentar reaccién toxica

/" fraccion toxica, no presenta ninguna reaccién del efecto neurotéxico, sin embargo el
organismo muere en un tiempo menor a dos minutos
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Una vez identificadas las fracciones activas (**) s¢ procedio a la purificacién en
HPLC. El tiempo de corrida para cada muestra fue de 70 minutos, midiendo
transmitancia a una longitud de onda de 280 nm. En total se analizaron nueve fracciones
con el proposito de aislar las neurotoxinas en su estado mas puro. Este objetivo se
cumpli6 con la fraccién F3b, logrando tener una sefial unica en el cromatograma (Fig.
12, H), el cual es detectado a los 39 minutos de la corrida (tiempo de retencién). Es de
notar que en la misma fraccion (F3), el resto de los cromatogramas aparecen dos o mas
seflales (Fig. 12. I, J y K), lo que indica la presencia de mas de un compuesto. Para los
casos de las fracciones 9 (Fig. 14, G, He I) y 12 (Fig. 15, F y G), los cromatogramas
muestran varias sefiales, indicando que el proceso de purificacién no fue el indicado

para el tipo de compuestos que se presentan en estas muestras.
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Lebrunia danae en gel Sephadex G50. A) Cromatografia de intercambio ani6nico en QAE Sephadex
Sephadex G50. C) Intercambio cationico en Fractogel EMD SO73-650 de la fraccion dos desalada
obtenidas del fractogel (Fractogel/F2, F5, F7 y F9). H, 1, J y K). Purificacién de las cuatro fracciones

Fig. 12 Purificaciéon de la fraccidon activa numero 3 obtenida en la cromatografia del extracto de
A-25 de la fraccion tres (G50F3).B) Eliminacion de sales de la fraccion tres de QAE (QAEF3), en gel

(QAEF3/G50F2). D, E, F y G) Eliminacidon de sales en gel G25 de las cuatro fracciones activas activas
desaladas (F3b, F3e, F3h y F3k) en HPLC.
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Fig 13 Purificacién de la fraccidn activa nimero 7 obtenida en la cromatografia del extracto de Lebrunia danae en gel
Sephadex G50. A) Cromatografia de intercambio aniénico en QAE Sephadex A-25 de la fraccién siete (G50F7). B)
Eliminacién de sales de la fraccién cuatro de QAE (QAEF4), en gel Sephadex G50. C) Intercambio catidnico en Fractogel
EMD SO73-650 de la fraccion dos desalada (QAEF4/GS50F2). D) Eliminaciéon de sales en gel G25 de la fraccion activa

numero seis otenida del fractogel (FractogelF6).
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). G, He I). Purificacion de las tres fracciones activas desaladas

Fig. 14 Purificacién de la fraccién activa miimero 9 obtenida en la cromatografia del extracto de
A-25 de la fraccion uno (G50F1). B) Eliminacion de sales de la fraccion uno de QAE (QAEF1), en
(QAEF1/G50F2). D,E y F) Eliminacidn de sales en gel G25 de las tres fracciones activas obten;das del fractogel (Fractogel/Fl, T2,y F6
(F9a, F9b, F9f) en HPLC
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Fig 15 Purificacién de la fraccion activa mimero 12 obtenida en la cromatografia del extracto de X-25
de la fraccion uno (G50F3). B) Eliminacion de sales de la fraccion uno de QAE (QAEF1), en
(QAEF1/G50F2). Dy E,) Eliminacion de sales en gel G25 de las dos fracciones activas obtenidas del

F12d) en HPLC.

Lebrunia danae en gel Sephadex G50. A) Cromatografia de'intercambio anionico en QAE Sephadex
gel Sephadex G50. C) Intercambio catiénico en Fractogel EMD SO3-650 de la fraccion dos desalada
fractogel (Fractogel/F1y F6). Fy G). Purificacién de las dos fracciones activas desaladas (F12a y
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6. Discusiones

Cuando se cuenta con una especie que no ha sido evaluada con anterioridad, es
conveniente iniciar los estudios con la evaluacion del tipo de actividad bioldgica que
presentan las toxinas, una vez hecho esto se puede iniciar la purificacion de los
compuestos activos. Esto ha sido apoyado por Mongelli y Pomilio (2002) en donde
sugieren que el primer paso en la investigacién de productos naturales debe ser la
demostracion de la actividad biologica, precediendo necesariamente a los otros pasos en
el desarrollo de nuevos medicamentos. La deteccion inicial de actividad bioldgica sirve
para seleccionar o descartar extractos crudos. Posteriormente se procede al
fraccionamiento siguiendo cada una de sus etapas mediante determinacion de la
actividad biologica, de modo que solo los compuestos activos sean aislados e
identificados. Por lo anterior, el extracto crudo de Lebrunia danae se sometio a pruebas
para evaluar la actividad citotdxica, hemolitica y neurotdxica. Posteriormente para la
purificacion s6lo se seleccionaron aquellos compuestos que presentaron actividad
neurotoxica, esto fue posible mediante bioensayos utilizando cangrejos de la especie
Ocypode cuadrata (Béress y Zwick, 1980). Conforme se iban purificando los
compuestos activos, mediante el uso de los diferentes tipos de cromatografia liquida
(intercambio i6nico y filtracion en gel) se aplicaba el bioensayo antes mencionado para
seleccionar las fracciones activas y continuar con su purificacion.

El primer paso de esta investigacion, consistié en identificar las estructuras que

guardan la toxina, llamadas nematocistos. Se aislaron e identificaron tres tipos de
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nematocistos: microbasico amastig6foro (MiAm), macrobasico amastigdforo (MaAm) y
espirocistos (Sp). Para la identificacion se utilizo la clave de Williamson et al. (1996).

El método utilizado en este trabajo para la extraccion de nematocistos (Kem ef
al. 1989) (ciclos de congelado-descongelado en agua destilada) fue efectivo para aislar
los tres tipos, ya que en todas las preparaciones siempre se encontraron los mismos
organelos. Esta técnica nos permitié analizar suficientes nematocistos para la
identificacién, tomando diferentes preparaciones en las que fue posible medirlos para
determinar la longitud promedio en cada tipo, siendo de 4.95 + (.51 pm para MiAm,
18.3 + 1.81 um para MaAmy 17.25 + 2.77 pm en el caso de los espirocistos (tabla I).

La descarga de los nematocistos puede ser debida a estimulos quimicos y/o
mecanicos producidos por la victima o la presa. Hessinger (1988) menciona que las
toxinas estan disefiadas ya sea para tener un efecto inmediato de defensa, para urticar o
inducir dolor en un depredador potencial o para tener un efecto ofensivo inmediato,
matando o paralizando a la presa.

Algunos trabajos utilizan la homogenizacion para descargar los nematocistos,
Bloom et al, (1998) mencionan que cualquier tratamiento fuerte, ya sea fisico o quimico
afectaria la toxina. En el caso de L. danae, para descargar estos organelos fue suficiente
la agitacion vigorosa del extracto crudo en solucidén, mediante el uso de una varilla de
vidrio. Long-Rowe y Burnett (1994, citado en Avila-Soria, 2001) indican que los
estimulos mecanicos mas utilizados para romper las células y liberar la toxina, son la
homogenizacion y centrifugacion, sin embargo esto puede provocar la pérdida de cierta

actividad biolégica. El hecho de haber utilizado un estimulo menos agresivo que los
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mencionados, nos asegura que el efecto que pueda tener sobre la naturaleza quimica de
la toxina serd minimo. Ademads se utilizé agua desionizada que es un buen medio para
mantener la actividad de las toxinas sin necesidad de medios quimicos que puedan
alterar procesos.

Monastyraya ef al. (2002) indican que las anémonas producen muchas proteinas
y polipétidos activos, tales como neurotoxinas, citolisinas y fosfolipasas. Las
neurotoxinas de anémonas son herramientas importantes en la investigacién
neurofisioldgica y farmacoldgica. Cerca de 30 citolisinas se han caracterizado en mas de
20 especies de anémonas. Todas estas son basicamente proteinas. El mayor interés de
estas proteinas se debe a la variedad de propiedades farmacologicas, tales como
cardioestimuladores, antitumorales y antimicrobiales entre otras.

Se sabe que los compuestos toxicos de interés estan en el contenido protéico del
extracto, es por eso que se determina la cantidad de proteina en el extracto crudo, asi
como la determinacién de peso molecular mediante electroforesis SDS-PAGE, para
identificar el tamafio de las diferentes proteinas que comprende dicha mezcla.
Monastyrnaya et al. (2002) mencionan que las proteinas presentes en las toxinas
aisladas de la anémona Radianthus macrodactylus, son de alto peso molecular con un
valor de 20 kDa. En el extracto de L. danae encontramos proteinas con tamariio de 10 a
45 kDa, y por cada 15 mg/ml de extracto crudo se encontré 1.84 mg/ml de proteina.

Para determinar la actividad bioldgica del extracto crudo se realizaron tres tipos
de bioensayos, cada uno con un fin especifico, el primero de ellos fue el citotoxico, que

consisti6 en evaluar el efecto téxico del extracto crudo de . danae en Artemia salina; el
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bioensayo hemolitico para detectar las toxinas que afectan especificamente membranas
celulares y el bioensayo con cangrejos para identificar neurotoxinas en el extracto crudo
y a partir de esto, asilar y purificar las sustancias responsables de dicho efecto.

Munro y Blunt (1987 citados en Montiel-Pichardo, 1999) mencionan que el
bioensayo con Artemia salina es una prueba simple de letalidad y un buen indicador de
citotoxicidad, lo que lo hace ideal para la rdpida evaluacion de procedimiéntos de
fraccionaciéon. Meyer (1982) afirma que utilizar Artemia salina como organismo de
prueba correlaciona positivamente con actividad antitumoral y contra cancer. A pesar de
no ser especifico para actividad antitumoral ni indicador de alguna accion fisiologica
particular, este bioensayo puede utilizarse para monitorear un significativo nimero de
compuestos con actividad citotoxica, ya que es una prueba econémica y requiere de
poco tiempo para llevarlo a cabo.

Para este bioensayo se utilizaron concentraciones de 0.25 a 10 mg de extracto
crudo /ml, se encontré 100% de mortalidad en la concentracién de 10 mg/ml, mientras
que la mortalidad mas baja, que fue de 3.4%, a una concentracion de 0.25 mg/ml. El
efecto citotéxico fue evidente durante los primeros minutos, en las concentraciones altas
(4, 6,8y 10 mg/ml) a las que los organismos fueron expuestos, ya que de inmediato se
presentaron reacciones tales como poco movimiento, dificultad en el nado y la muerte.
Situacién que no se presentd en las concentraciones bajas (0.25, 0.5 y 2 mg/ml), donde
aparentemente los organismos no sufrieron efecto alguno al momento de exponerlos a la
toxina. Pasadas 24 horas, se presentd mortalidad en algunos organismos. Al término del

bioensayo (24 horas), los organismos sobrevivientes de las concentraciones bajas se
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encontraron sin ninguna alteracién al igual que los organismos controles  que no
estuvieron expuestos a la toxina, en contraste, los sobrevivientes de concentraciones
altas presentaron dificultad en e] nado y poco movimiento.

Wah (1993) menciona que para determinar la CLs,, pueden utilizarse Jos
métodos estadisticos de DeBeer, Litchfield y Wilcoxon asi como el método Probit de
Miller y Tainter, pero sugiere que el método estadistico Reed-Muench es el mi4s
conveniente para determinar Ia CLsp en bioensayos con Artemia salina ya que se asume
que un organismo que sobrevive a una dosis dada podria haber sobrevivido a una dosis
mas baja y viceversa, un animal que murid a cierta dosis podria haber muerto a
cualquier dosis mas alta. Por o tanto, la informacién de cualquier grupo puede sumarse
a otros grupos en un intervalo de dosis probadas.

Utilizando el método estadistico de Rced—Muench, se estimé una CLsy de 2.82
mg/ml para el extracto de L. danae. Fern'c'mdez—Apango2 (2004, com. pers.) registra
actividad citot6xica con una CLsy de 5.78 mg/ml para la anémona Anthopleura
elegantisima. Haciendo comparacion entre estas dos especies, Anthoplerura
elegantisima, registra una CLs, mayor que Lebrunia danae, haciendo evidente que ésta
ultima presenta toxinas mads potentes por tener una CLsy mas baja; sin embargo, es
necesario mencionar que los métodos de extraccién son diferentes, ya que para
Anthoplerurq elegantisima el extracto crudo se realizd con el organismo completo, lo
que representa una mezcla de mas componentes, mientras que el extracto de Lebrunia

danae se obtiene a partir de los nematocistos, una factor a considerar, ya que éste podria

—

2 Femnindez-Apango, J.A. Facultad de Ciencias Marinas, UABC. A P, 453, Ensenada, B.C. México, apango@uabc. mx
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determinar la potencia de una toxina. En medusas, Estrada-Muiioz (2001) encontré
actividad citotoxica en el extracto crudo de la medusa Carybdea marsupialis, y registr6
el 100% de mortalidad a una concentraciéon de 0.1 mg/ml. Podemos notar la amplia
diferencia de concentracion requerida para el 100% de mortalidad entre la anémona L,
danae y esta medusa, ya que en el caso de la anémona fue necesario una concentracion
de 10 mg/ml para esta mortalidad. Por otro lado Meyer et al. (1982) reporta especies con
dosis letales mayores de 1000 pg/ml que fueron activas contra cancer. Con lo anterior
podriamos decir que el extracto crudo de L. danae podria presentar actividad citotoxica
y con potencial para ser probada contra cancer.

El ensayo de hemélisis es un procedimiento cuantitativo muy simple que permite
detectar la actividad citolitica que actia sobre las membranas celulares. La sensibilidad
de estos ensayos depende de varios factores, entre los que destacan el tipo de eritrocitos,
el método de conteo de los eritrocitos usado y las condiciones de incubacién (Kem,
1988). El bioensayo hemolitico se utiliza de manera estandar para conocer el efecto que
podria tener la toxina a nivel celular, asimismo conocer el posible potencial que ésta
representa. Por otro lado Madcek et al. ( 1994) indican que la hemélisis representa una
prueba muy sensible, lo cual es til para caracterizar citolisinas de anémonas. Para
evaluar la hemdlisis en este trabajo, se utilizaron eritrocitos de borrego, vaca y cerdo;
los cuales presentaron distintos niveles de sensibilidad respecto a las diferentes
concentraciones de extracto crudo de Lebrumia danae (0.006 a 0.238 mg de

proteina/ml). El extracto causé hemélisis en los tres tipos de eritrocitos.
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Zugasti-Cruz (2001) afirma que el veneno de la anémona Bartholomea annulata
provoca la hemolisis en eritrocitos de perro, conejo, humano y raton, en concentraciones
de 0.02 a 0.224 mg de proteina/ml. En dicho estudio los eritrocitos de perro fueron los
mas sensibles a la toxina. Se ha encontrado actividad hemolitica en los extractos de un
gran nimero de cnidarios como Chironex fleckere, Chrysaora quinquecirrha, Physalia
physalis, Aiptasia palida ¢ Hidra oligactis entre otros (Klug ef al., 1989 citados en
Estrada-Mufioz, 2001).

El efecto hemolitico se representé en una curva de dosis-respuesta donde
claramente se observa que al aumentar la concentracién de toxina (mg de proteina/mg),
el rompimiento de células se incrementa (hemélisis), de manera que la cantidad de
hemoglobina liberada al medio es mayor: esto se demuestra al obtener mayores valores
de absorbancia (fig.10).

Se desconocen las causas por las que los eritrocitos de diversas especies
muestran diferentes grados de hemélisis cuando se les aplican compuestos citoliticos de
anémonas, ya que no se ha encontrado una relacién directa entre la proporcion de los
esfingolipidos (principalmente la esfingomielina) existente en cada tipo de eritrocito con
respecto a la lisis, utilizando el mismo tipo de toxina (Madek et al, 1994). La diferencia
en la composicion lipidica de los eritrocitos, puede ofrecer una posible explicacion para
la variacién en la sensibilidad al mismo extracto. Sin embargo, con base a la prueba
estadistica de Kruskal-Wallis (Hea= 0.25 vs. Hei= 5.819), en este trabajo no
encontramos diferencia significativa en la respuesta de los tres tipos de eritrocitos

expuestos al extracto de L. danae.
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Santamaria er al. (2002), encontraron que el extracto crudo de la anémona
Bartholomea annulata contiene citolisinas, ya que es capaz de inducir hemdlisis en
eritrocitos de ratén. Ademas afirman que la respuesta hemolitica fue dependiente de la
concentracion, sugiriendo que el conjunto de toxinas es directamente proporcional al
contenido de proteina. En efecto, al determinar el contenido de proteina en el extracto de
L. danae, encontramos que mientras mayor fue contenido de proteina, el efecto
hemolitico fue mayor en los tres tipos de eritrocitos que se utilizaron para este
bioensayo.

Para evaluar la actividad neurotdxica, se utilizaron cangrejos de la especie
Ocypode cuadrata, los cuales son altamente sensibles a las neurotoxinas. Este bioensayo
esta bien documentado con anémonas, Béress y Zwick, (1980) indican que es un método
estandar como principio de la caracterizacion de la actividad biolégica y los efectos
fisiologicos que ésta pueda producir en el organismo. Las respuestas de un efecto
neurotoxico consisten en convulsiones, paralisis y muerte. La investigacién realizada
demuestra que el extracto crudo de Lebrunia danae posee neurotoxinas potentes que
causaron efecto en los organismos. Estos resultados coinciden con otras especies de
cnidarios como las medusas Carybdea marsupialis (Estraga-Mufioz, 2001) Aurelia
aurita (Avila-Soria, 2001) y la anémona Bartholomea annulata (Zugasti-Cruz, 2001).

Por otro lado Monastymaya et al. (2002) purificaron y caracterizaron 5
polipéptidos activos de la anémona Radianthus macrodactylus (RTX-A, RTX-S, RTX-
G, Rml y RmlT) las cuales presentaron actividad hemolitica, histaminolitica e inhibidora

de proteasas. En este estudio se utilizaron cangrejos para determinar la dosis letal media,
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encontrando valores de 4.5, 14.3 y 2.4 y 16 mg/kg para las toxinas RTX-A, RTX-6,
RTX-5 y Rml respectivamente. Afirman que las diferencias en la dosis letales se debe
al grado de purificacién de las citolisinas y la presencia de compuestos no proteicos.

Este bioensayo nos prueba que evidentemente existe la actividad neurotéxica en
el extracto de Lebrunia danae, a partir de estas pruebas se inicio la purificacion de los
compuestos responsables de tal efecto.

Con el fin de clasificar las fracciones que contienen los compuestos activos,
durante la purificacion, se utilizaron nuevamente cangrejos para hacer una seleccion de
estas fracciones. El bioensayo se realizd dos veces; una después de la primera
cromatografia en Sephadex G50 (14 fracciones), donde se separan los 2rupos por peso
molecular y la segunda, después de todo el proceso de purificacion por geles de
intercambio iénico (catidnico y aniénico) asi como eliminacién de sales en Sephadex
G50 y G25 (25 fracciones). En este punto, se seleccionaron las fracciones activas para
continuar con el ﬁItirho paso de la purificacién que fue en HPLC. De las 25 fracciones
obtenidas, 5 fueron inactivas, 3 tdxicas y 17 activas; de éstas sélo se tomaron las 10
fracciones con mayor actividad, el criterio de seleccion que se utilizo en este caso, fue
tomar aquellas que presentaban parélisis inmediata, convulsiones en el primer minuto y
muerte antes de cinco minutos. Estas reacciones fueron mas intensas que las observadas
con el extracto crudo.

Ademas de fracciones con actividad neurotoxica, encontramos otras con efecto
toxico (F3j, F9¢ y F9d), donde el organismo murié en un tiempo menor a 2 minutos, sin

presentar las reacciones que indican un efecto neurotdxico.
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La intensidad de los efectos de la actividad neurotoxica en el organismo, con
fracciones purificadas, se atribuye a que en éstas ya no existe una mezcla tan
heterogénea de polipéptidos como en el extracto crudo, que probablemente interfieren
en el efecto. Estas fracciones se purificaron en HPLC, con el fin de obtener el
compuesto mas puro que causara dicho efecto. Esto solo fue posible para la fraccion
F3b, presentando un cromatograma donde se aprecia claramente la sefial de un solo
compuesto, lo que significa que la purificacion del compuesto activo en esta fraccion fue
exitosa. El resto de las fracciones presentaron sefiales de dos o mas compuestos, lo que
indica que posiblemente en estas muestras teniamos isotoxinas las cuales se requiere
separar de manera manual para poder caracterizarlas por separado. Se aislo una potente
neurotoxina de la anémona Lebrunia danae, que pertenece a la fraccion F3b. Béress y
Béress, (1984) sefialan que los polipéptidos neurotdxicos que actian a nivel de los
canales de sodio, presentan puentes de disulfuro que mantienen su estabilidad estructural
y funcional durante el proceso de purificacion. Con base a estas observaciones se
sugiere la presencia de polipéptidos neurotéxicos que actian a nivel de los canales de
sodio y estan ejerciendo efectos adversos sobre las células musculares, produciendo

contracciones en los apéndices caminadores.
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7. Conclusiones

Se aislaron e identificaron tres tipos de nematocistos en el extracto crudo de
Lebrunia danae, los cuales fueron microbasico amastigoforo (MiAm), macrobdsico
amastigéforo (MaAm) y espirocistos (Sp).

El extracto crudo de L. danae contiene proteinas con tamafio molecular de 10 a
45 kDa.

El extracto crudo de la anémona L. danae presenta actividad hemolitica en
concentraciones de 0.006 a 0.238 mg de proteina/ml en eritrocitos de borrego, vaca y
cerdo.

No se encontraron diferencias significativas en los valores de hemolisis causados
por el extracto de L. danae en los tres tipos de eritrocitos evaluados.

El bioensayo de Artemia salina mostré la existencia de actividad citotdxica en el
extracto crudo de la anémona L. danae con una CLs, de 2.82 mg/ml.

Mediante el bioensayo con cangrejos de la especie Ocypode cuadrata se
determiné la existencia de actividad neurotéxica en el extracto crudo de Z. danae,
encontrando que el efecto es perceptible desde una concentracién de 6 mg de extracto
crudo/ml presentando reacciones tales como convulsiones, contracciones de apéndices,
paralisis y la muerte, esto sugiere que existe actividad a nivel de canales de sodio.

Solo diez de las 25 fracciones purificadas del extracto de L. danae, mediante
cromatografia liquida, presentaron mayor actividad neurotéxica que el extracto crudo.

Se aislo y purificé mediante HPLC, una neurotoxina a los 39 minutos (tiempo de

retencion) del extracto crudo de L. danae en la fraccién F3b.
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9, Anexos

Anexo

Eclosion de quistes de Arfemia salina
1. Lavar con agua destilada aproximadamente 2 g de quistes deshidratados.

2. Remojar los quistes con una solucioén de hipoclorito de sodio al 10% en agua
destilada por aproximadamente 30 minutos, este paso se realiza para ablandarlos.

3. Tamizar y lavar abundantemente con agua destilada a los quistes para remover
completamente el hipoclorito de sodio

4. Transferir los quistes a un frasco de eclosion conteniendo agua de mar filtrada y
pasada por ultravioleta.

Notas:

Mantener el sistema a una temperatura de 29 +1 °C, aireaciéon constante e
iluminacion.

Los primeros organismos eclosionan en dos dias y la mayoria de ellos hasta el cuarto
dia.

Alimentar a los nauplios diariamente con cultivos de microalgas (Zetraselmis
suecica o Chaetoceros sp.) hasta su utilizacion.

Separar a los nauplios de los quistes aprovechando el fototropismo positivo de los
primeros.

Transferir los nauplios a otros sistema de aireacion hasta que alcancen el estadio
deseado (aproximadamente 10 dias).
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Anexo 11

Solucion Alsever para bioensayo hemolitico

Agua desionizada 900 ml
Dextrosa anhidra 2l g
Citrato de sodio2H,0 8¢
NaCl 4.2¢g
Acido citrico anhidro 0.4g

Tincion Coomasie para electroforesis en SDS-PAGE

e Solucién de azul de Coomasie : 0.2 g de azul Coomasie en 90 ml de metanol:
agua 1:1 vivy 10 ml de acido acético glacial.

» Fijar geles en una solucién 25% isopropanol 10% acido acético por 30 minutos.

e Tincidn : sumergir el gel en 5 volumenes. de colorante al menos 1 h con
agitacion suave (el maximo se consigue en 3 h).

e Destefiir : habitualmente mediante cambios repetidos de 10% acético en 20%
metanol:agua.
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Anexo 111
Diagrama para la purificacion de toxinas de Lebrunia danae
Extracto crudo
Filtracion en gel Seph dex- G-50 (5x 95 cm)

Intercambio ionico (cationico) en gel DAE (1.2 x 50 cm), pH de acetato de
amonio 8.5

Remocion de sales en gel S¢phadex G-50 (2.1 x 89 cm)

Intercambio idnico (anionico) en Fractqgel EMD (1 x 23 cm), pH de acetato de
amonio 5.4

Remocion de sales en gel Sephadex G-25 (2 x 90 cm)
Liofilizar

HPLC fase reversa (4.6 x 250 mm, C4)
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Anexo IV

Bio-Rad Protein Assay basado en el Método Bradford (1976)
" Rehidratacion del estandar

Para rehidratar los estandares de globulina gama de bovino y suero de albiimina
liofilizados, agregue 20 ml de agua desionizada y mezcle hasta disolver. Si el estandar
no se usa en 60 dias, pude guardares en alicuotas y congelarse a -20°C.
Procedimiento estandar
1. Prepare el reactivo para tefiir diluyendo 1 parte de reactivo colorante concentrado
(Dye Reagent Concentrate) con 4 partes de agua destilada. Filtrar en papel Whatman # 1
para remover particulas. El reactivo diluido podria usarse por dos semanas
manteniéndolo a temperatura ambiente,

2. Prepare 3 a 5 diluciones de estandar de proteina, la cual sea representativa a la
solucién de proteina que se quiere probar. El intervalo lineal del ensayo para BSA es 0.2
a 0.9 mg/ml, considerando un IgG el intervalo lineal es de 0.2 a 1.5 mg/ml (pregunta 4
del manual, mas informacidn).

3. Pipetear 100 pl de cada dilucion de estindar y muestra en tubos de ensaye por
duplicado o triplicado.

4. Agregue 5.0 ml de reactivo colorante diluido en cada tubo, posteriormente agite en
vortex.

5. Incube a temperatura ambiente por lo menos 5 minutos. El incremento de absorbancia
se vera con el tiempo; las muestras no deben incubarse por mas de una hora.

6. Leer absorbancia a 595 nm.

Ensayo

Utilizar reactivo concentrado

Concentraciones del estiandar de 1.2 a 10 mg/ml

Diluir 52.08 pl del stock de suero de abtimina de bovino de concentracién 1.44mg/ml en
1.5 ml para obtener una concentracion de 50ug/ml.

Concentracién Estandar (50pg/ml) Agua desionizada Reactivo Total (ul)
(mg/ml) (ul) colorante
concentrado (ul)

Blanco - 800 200 1000
1.2 19.2 780.8 200 1000
2.0 32 768 200 1000
4.4 70.4 729.6 200 1000
6.6 105.6 694.4 200 1000
8.8 140.8 659.2 200 1000
10 160 640 200 1000
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Anexo V

Reactivos y preparacion de geles para SDS-PAGE gel (Sistema Laemmli buffer)
A. Acrilamida/bis

29.2 g de acrilamida en100 ml .

0.8 g de N'N"-bis-methylene-acrilamida en 100 ml
Aforar solucion a 300 ml con agua desionizad, filtrar y almacenar a 4°C en obscuridad

(maximo 30 dias)

B. 1.5 m Tris-HCI, pH 8.8
18.15 g Tris Base
Ajustar pH a 8.8 con HCI 6 N. Aforar a 150 ml con agua desionizada y guardar a 4°C.

C. 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8
6 g de Tris base
Ajustar pH a 6.8 con HCI &N. Aforar a 100 ml con agua desionizada y almacene a 4°C

D. 10 % SDS
Disuelva 10 g de SDS en 100 ml de agua desionizada.

E. Sample buffer (SDS reducing buffer) (Guarde a temperatura ambiente)

Agua desionizada 3.8 ml
0.5 M Tris-HCI, pH 6.8 1.0 ml
Gilcerol 0.8 ml
10% (w/v) SDS 1.6 ml
2-mercaptoetanol 0.4 ml

1 % (w/v) azul bromofenol 0.4 ml
Diluir muestra en una proporcion 1:4 con sample buffer, incubar a 95° po 4 minutos.

F. 5X Electrode (running) buffer, pH 8.3

Tris base 9g
Glicina 433 ¢g
SDS 3g

Aforar a 600 ml con agua desionizada
Almacenar a 4°C, diluir 60 ml de 5X stock con 240 ml de agua desionizada para una
corrida.
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Geles 12 %

Agua 3.35 ml
desionizada

1.5M Tris- 2.5ml
HCI, pH 8.8

10% (w/v) SDS 100l
stock

Acrilamida/Bis 4.0 ml
(30 % stock)

10% persulfato 50 pl
de amonio

TEMED 5wl

Gel para colocar muestra

(stacking gel)
Agua desionizada

0.5 M tris- HCI,
pH 6.8

10% (w/v) SDS
stock
Acrilamida/Bis (30
% stock)

10% persulfato de
amonio

TEMED

Estandares de bajo peso molecular (Amersham Biosciences):

Ovoalbunina 45,000
Anhidrasa carbonica 30,000
Inhibidor de Tripsina 20,100

Lisozima 14,300
Aprotinina 6,500
Insulina cadena B 3,500
Insulina cadena A 2,500
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