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Resumen
En el estudio de venenos, las moléculas con mayor relevancia por lo general son aquellas

capaces de danar la membrana celular. En anémonas, las principales especies que mejor se han
estudiado son las de los géneros Actinia, Heteractis, Anthopleura y Stychodactila de las cuales se
han identificado y caracterizado moléculas que pueden alterar la membrana celular ya sean o no de
naturaleza proteica, entre las que destacan las toxinas formadoras de poro y neurotoxinas. Otra
molécula capaz de dafar la membrana celular pero que a diferencia de las formadoras de poro no
son tan estudiadas en anémonas son las fosfolipasas tipo A2; si bien ya se conoce una gran gama
de estas proteinas, es importante el estudio de nuevas especies para contribuir al repertorio de
moléculas que puedan aportar nuevo conocimiento para el desarrollo de futuras herramientas
biotecnolégicas. Para la identificacion de estas proteinas en la anémona de mar Anthopleura dowii,
se optd por emplear el extracto total de los organismos, una serie de pasos de purificacion tales
como precipitacién con sulfato de amonio, asi como cromatografias de intercambio iénico, y para la
identificacién de secuencia de aminoacidos de las toxinas se emplearon técnicas como degradacion
EDMAN vy espectrometria de masas. En cada paso de purificacion se evalud la actividad litica en
eritrocitos de humano y la actividad de fosfolipasa en cajas de agar con yema de huevo como
sustrato de lipidos, dado que el objetivo de este trabajo era identificar las posibles toxinas que
presentan estas actividades se logro identificar a mas de dos posibles toxinas involucradas, entre
ellas una actinoporina y otras toxinas pertenecientes a diferentes familias formadoras de poro,
metaloproteinasas y fosfolipasas tipo A2, neurotoxinas como la natratoxina y las U-metrotoxinas, e
inhibidores de activacion plaquetario tales como la isoforma S11-61. Los resultados de este trabajo
sugieren que A. dowii presenta gran potencial como medio de estudio de nuevas citolisinas con una

posible aplicacién biotecnolégica.



Introducciéon
En el Phylum Cnidaria se ha encontrado una amplia variedad de moléculas -3 esto debido

a que han desarrollado, a lo largo de su historia evolutiva, células urticantes llamados

cnidocitos que pueden producir compuestos toxicos con el fin de conseguir alimento, contra

depredadores y/o competencia intraespecifica por el territorio 4°.

Durante las ultimas décadas la composicion del veneno de estos organismos ha
llamado la atencion cientifica, ya que comprende moléculas de naturaleza proteica como
enzimas, polipéptidos y péptidos, asi como de naturaleza no proteica como aminas biogénicas
potenciales para el desarrollo de nuevos farmacos ©7. Dentro de ese grupo tan diverso de
componentes se han identificado polipéptidos conocidos como citolisinas, moléculas capaces

de dafar y/o lisar células.

Dentro del Phylum Cnidaria se encuentra la Clase Anthozoa, en donde se clasifican las
anémonas 8. Las anémonas producen diversos tipos de citolisinas, entre ellas las proteinas
formadoras de poro que se han clasificado de acuerdo a su tamafio o peso molecular, el cual
varia desde 5 kDa hasta 80 kDa 9, siendo las de 20 kDa las mas estudiadas y conocidas como
actinoporinas. Las actinoporinas deben su nombre al hecho de que son exclusivas del orden
Actinidae '°. Una caracteristica particular de estas citolisinas es su afinidad por la
esfingomielina ', debido a ello se les ha puesto un particular interés por su potencial
biomédico en el desarrollo de herramientas moleculares para una posible aplicacion como

anticancerigeno, antimicrobiano, biosensor, entre otros 24,

Otras moléculas con capacidad citolitica presentes en el veneno de anémonas son las
fosfolipasas, en especifico fosfolipasa A2 (PLA2) que debido a su actividad para hidrolizar
fosfolipidos liberan un acido graso y un lisofosfolipido desestabilizando la membrana celular.
Por esta razon promete ser un importante modelo para el estudio y aplicacién en
enfermedades inflamatorias, y como modelo de estudio del comportamiento lipidico en la

membrana celular 517,

El presente estudio esta enfocado en la identificacion, de al menos, un componente
citolitico del veneno de la anémona de mar Anthopleura dowii Verrill, 1869. El estudio se

realizé a partir del extracto total de los organismos, y el analisis de actividad citolitica mediante



bioensayos en eritrocitos de humano para identificar proteinas formadoras de poro, asi como
en placas con yema de huevo para identificar actividad de fosfolipasa. Para la purificacion de
esta molécula se realizé mediante precipitacion con sulfato de amonio y cromatografia de
intercambio iénico. Los resultados de este proyecto de investigacion aportan un nuevo
conocimiento que genera innovadoras propuestas para futuras aplicaciones de toxinas

citoliticas.

Marco Teorico

Phylum Cnidaria
Los animales pertenecientes a este Phylum son invertebrados muy antiguos, con mas

de 11000 especies 8, tienen simetria radial, son diblasticos (su desarrollo embrionario termina
en la fase de gastrula, por lo que sélo poseen dos capas celulares, ectodermo y endodermo),
presentan alternancia de generaciones entre la forma sésil y bentonica (Figura 1) '8. La
principal caracteristica de estos animales es la presencia de células especializadas llamadas
cnidocitos (Figura 2), células encargadas de formar cnida: nematocistos, espirocistos y
pticocistos, estos dos Ultimos exclusivos de la clase Anthozoa '°. Los cnida son vacuolas
derivadas del aparato de Golgi que, una vez madura, el nematocisto queda compuesto por la
capsula, un tubulo que esta provisto de espinas (Figura 2A), y el cnidocilio que reacciona ante
estimulos quimicos o fisicos ?°. Los cnidarios usan estas estructuras principalmente para
depredacion o defensa, ya que se le atribuye la funcién de inocular una mezcla de

componentes tdxicos que ayudan en el envenenamiento de la presa 2'.
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Medusa en formacian
Figura 1. Ciclo de vida en el Phylum Cnidaria. A) Reproduccion de la clase Anthozoa (forma de vida sésil). Modificado 2. B)
Reproduccion en la clase Medusozoa (forma de vida sésil, libre o benténica) 22,
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Figura 2. Anatomia general de cnidocito. A) Vista superficial de tentaculo de un organismo hidrozoario. B) Cnidocito intacto.

C) Descarga del filamento a través del opérculo. Modificado 23.D) Micrografia de nematocisto descargado. Modificado 4.

Existen cinco clases para este Phylum, Anthozoa, Schyphozoa, Cubozoa, Hydrozoa y
la mas reciente Staurozoa 8. Presentan una amplia distribucion, principalmente en los trépicos,

aunque también se les encuentra en zonas articas y mar profundo.

Clase Anthozoa
Dentro de este grupo encontramos, corales blandos y duros, asi como anémonas.

Comprende un aproximado de mas de 7500 especies conocidas & siendo la mas diversa en

el Phylum; pueden vivir de manera solitaria o en colonias, tienen reproduccién sexual y
asexual; también una amplia distribucion por todo el mundo, todos los miembros son marinos
y solo presentan fase podlipo en su ciclo de vida. Esta clase se divide en dos subclases,
Hexacorallia y Octocorallia, en donde Hexacorallia posee dos 6rdenes, Actiniaria y Zoantharia
8.

En el orden Actiniaria se encuentran alrededor de 1000 especies distribuidas en 41
familias. En este orden se agrupan las anémonas las cuales viven de manera solitaria o
clonales (individuos idénticos al progenitor, gemacion) pero no coloniales, carecen de
esqueleto calcareo, aunque algunas secretan una cuticula quitinosa; su anatomia general
(Figura 3A) comprende tres divisiones principales: el disco oral, columna y disco pedal. La
composicién epitelial externa de las anémonas presenta células mioepiteliales (células

epiteliales capaces de contraerse como los musculos lisos), bordes granulares de células
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epiteliales, células sensoriales y nematocistos, asi como células glandulares. La siguiente
capa que los conforma es la mesoglea, la cual es derivada del ectodermo y no produce
organos complejos como en metazoos triploblasticos (acelomados, pseudoacelomados y
celomados). La ultima capa endodermo, constituye el tubo digestivo, llamado gastrodermis el
cual esta constituido por células glandulares enzimaticas, células glandulares de mucosa,
mioepiteliales. En algunas especies de anémona del género Anthopleura, se pueden observar
estructuras especializadas, tales como la acrorragia, los cuales son proyecciones del
mesenterio cubiertos de nematocistos y verrugas adhesivas presumiblemente como

proteccién y adhesion 182125,

La reproduccion de las anémonas puede ser de dos tipos, reproduccién sexual la cual
produce un cigoto, planula, un organismo juvenil y finalmente una anémona adulta (Figura
1A), mientras en la reproduccion asexual, encontramos dos tipos de gemacion: fision
longitudinal y laceracion pedal. El disco pedal prolifera y la anémona simplemente se mueve
dejando atras fracciones de su disco pedal, que posteriormente se desarrollaran en anémonas
juveniles, llamadas clonas '8. Resulta conveniente poseer dos tipos de reproduccién, ya que
de esa forma los organismos aseguran su descendencia, dependiendo de las condiciones en
las que se encuentre la anémona, por ejemplo, estrés ambiental (salinidad, nivel intermareal,

etc.), nutricién y tamarfio de la anémona 2627,

Algunas especies de anémonas exhiben interacciones de mutualismo con peces del
género Amphiprion y Dascyllus. Se ha visto que estos organismos alteran su moco tal vez por
la acumulacion de moco de la propia anémona para no ser atacados por los nematocistos 28, y
con crustaceos del género Periclimenes. La relacion simbionte que tienen con algunas
cianobacterias les proporciona sus coloraciones, estas algas conocidas como Zooxanthellae
les proporcionan oxigeno y azucares a la anémona y se desarrollan en los tejidos de estos,

como la epidermis y gastrodermis 2°.
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Anthopleura dowii Verrill, 1869
La especie de anémona con la que se trabajara presenta la siguiente taxonomia 3°.

Reino Animalia
Phylum Cnidaria
Clase Anthozoa
Subclase Hexacorallia
Orden Actiniaria

Familia Actiniidae

A.dowii habita en zona intermareal, presentes en la peninsula de Baja California, México
hasta Panama, presenta tamafos de hasta 10 cm de radio con los tentaculos extendidos,
coloraciones del disco oral van de rojizo, marréon o naranja, los tentaculos son delgados, y
presentan de tres a cuatro ciclos (pares de seis alrededor del disco oral) de tentaculos; la
columna presenta arrugas adhesivas y posee coloraciones como el marrén a verde opaco, el
acrorhagi es de color blanquecino, y esta ubicado en el margen de la parte superior de la
columna (Figura 3B) 3'32, Estos organismos son carnivoros, y con la ayuda de sus
nematocistos provistos en los tentaculos capturan a su presa para metabolizarlo en el
celenterén y gastrodermis. Al carecer de sistema circulatorio la cavidad gastrovascular
distribuye los componentes, internalizando los nutrientes a través de vacuolas; el desperdicio

de alimento es arrojado por la misma cavidad oral 8.
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Figura 3. Anatomia general de anémonas. A) Vista longitudinal de anémona con los distintos 6rganos que presenta,
modificado 3. B) fotografia de A. dowii.

Toxinas

Las toxinas son aquellas moléculas capaces de generar alguna alteracién celular,
produciendo reacciones sistémicas y locales, generadas por grupos celulares especializadas
en animales (glandulas venenosas) o como metabolitos secundarios en plantas y
microorganismos 34-36, Estas moléculas toxicas han sido seleccionadas a lo largo de la historia
evolutiva de los organismos que los presentan dandoles una ventaja de supervivencia %37, La
mayoria de los compuestos presentes en los venenos de animales tienen una tasa evolutiva
muy alta dado que presentan diversas funciones para los organismos, como lo es el conseguir
alimento, defensa intra o inter especifica 3. La clasificacion de estos compuestos esta dada
principalmente por el dafio que pueda provocar (células o tejidos blanco) y su origen 3. El
estudio de estos compuestos ha sido de gran interés ya que, pudiendo comprender sus
mecanismos de accién, origen y formas de inhibicidbn permitira el disefio y su posible
aplicacion de los compuestos toxicos como herramientas en distintos campos como

farmacologia y biotecnologia 7-%6.

El veneno de los organismos que pertenecen al orden Actiniaria, presenta una
composicion diversa 3%, se han identificado enzimas (fosfolipasas, metaloproteasas, etc.) 4°,
inhibidores de proteasas, polipéptidos y péptidos pequefios que actuan en su mayoria como

neurotoxinas, asi como moléculas no proteicas como aminas biogénicas (histamina,
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serotonina, etc.), betainas (derivados de colina) entre otros .

Membrana celular
Del veneno de las anémonas, las citolisinas son de las moléculas mas estudiadas. Su

modo de accidn es atacar la membrana celular mediante la hidrdlisis de lipidos (fosfolipasa) 4!
o alterando la biofisica de esta estructura celular mediante la formacion de poros 42. A

continuacion, se describe un panorama general de la membrana celular.

La membrana celular tiene como principal funciéon delimitar a la célula de su entorno,
permitiéndole crear asi un ambiente propio donde llevar a cabo sus procesos metabolicos 3.
De esta manera la membrana es altamente selectiva con las sustancias que son
transportadas a través de ella 4. Entre otra de sus funciones se encuentra la comunicacion
con otras células a través de los mismos lipidos que la componen, para llevar a cabo procesos
tales como hemostasis (proceso de coagulacion sanguinea), sistema enddcrino de mamiferos,

sistema inmune, etc. 4°.

Asi bien, la homeostasis celular puede verse comprometida por dafos causadas a la
membrana, su papel es de vital importancia y existen muchas maneras de comprometer su
integridad, pudiendo ser afectada por dafio mecanico 6, cambios de temperatura, compuestos

quimicos 47, e incluso componentes enzimaticos 3.

La composicién de la membrana celular esta principalmente dada por fosfolipidos,
esteroides y grasas. En la membrana celular se encuentran mayormente tres tipos de lipidos:
los fosfoglicéridos son los mas abundantes, entre ellos la fosfatidilcolina, cuya composicion
esta dada por dos acilos grasos generalmente uno insaturado y otro saturado unidos por
enlaces éster a los grupos —OH en la posicion 1 y 2 de una molécula de glicerol 3-fosfato. La
longitud y saturacion de sus acidos graso asi como los grupos unidos al R3 del glicerol o al
grupo fosfato le conceden caracteristicas quimicas fundamentales como lo es contar con un
extremo hidrofilico y un extremo hidrofébico (Figura 4A), el cual ayudara en el ensamblaje
automatico de estos para formar la bicapa celular (Figura 4B) %8, entre otras estructuras como
micelas o liposomas, la distribucién y abundancia de estas moléculas se vera en funcion en

cada tipo de célula “°.
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Fosfato

Glicerol

Glicoproteina: proteina con un Glicolipide: lipido con un
I carbohidrato adherido a ella carbohidrato adherido a él

Cabeza hidrofilica

Acido graso
saturade

Acido graso
insaturado

Colas hidrofdbicas

Bicapa de
Proteina periférica de fosfolipidos

membrana Proteinas integrales de Colesterol
membrana Canal de proteina

Filamentos del citoesqueleto
Figura 4. Fosfolipidos en la membrana celular. A) Estructura general de un glicerofosfolipido, por la naturaleza de los
distintos elementos que los componen adquieren una organizacién anfipatica, donde la cabeza que presenta cargas
parciales interactia con grupos polares, mientras los acilos grasos representan los grupos hidrofébicos. B) Estructura
general una bicapa lipidica con sus distintos componentes proteicos y lipidicos. modificado 5°.

Otro grupo importante de fosfolipidos presentes en la membrana celular, son los
esfingolipidos, los cuales son derivados del aminoalcohol de cadena larga esfingosina, los
cuales tienen un acido graso unido al grupo amida en la posicién 2, y en modificaciones
posteriores, mediante la adicién al -OH del carbono 1 como fosfocolina o azucares recibe el
nombre de esfingomielina o glucoesfingolipidos respectivamente (Figura 5) 5'. Los
glucoglicerolipidos, el cual son glicerofosfolipidos con un azicar unido también juegan
funciones importantes en la membrana plasmatica, son poco frecuentes en membranas

animales, no asi en membranas vegetales y bacterianas 3.

A
Fosfocolina Hs ﬁ
CH,—N—CH,—CH,—0—P—0 —
| |
CH, OH CH — MH — C —(CH,),,— CH,
|
Esfingosina OH — CH — CH =CH —(CH,),,— CH;,
B

Figura 5. Estructura general de lipidos derivados de esfingosina. A) Esfingomielina, el cual es el segundo componente
lipidico con mayor relevancia en la membrana celular. B) Glucoesfingolipidos, los cuales son especialmente frecuentes en
membranas de células nerviosas. Modificado 52.
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Una de las particularidades que se presenta en la membrana celular es la distribucién
lipidica en donde se hayan agrupaciones especializadas en diferentes bioactividades, como la
sefalizacion y dinamica celular %3, llamadas balsas lipidicas (“Lipid rafts”) (Figura 6), cuya
composicidn esta principalmente dada por esfingolipidos con acidos grasos en su mayoria
saturados, colesterol el cual juega un papel importante en la rigidez y, proteinas
transmembranales que son especificas de esta agrupacion y que son variables dandoles
identidad, esta combinaciéon de moléculas le permite tener una mayor rigidez y compactacion
que cualquier otra zona membranal % asi como le confiere resistencia contra detergentes
como el Triton-100 %°. Estas regiones, aunque son pequefas zonas en la membrana, tienen
una amplia distribucion y abundancia pudiendo representar hasta el 50% de la superficie total
de la membrana celular, ademas de que es sitio blanco de virus y patégenos para la célula y

por ello también esta implicado en procesos inmunoldgicos .

@ | @ & @
o 2
.6

Figura 6. Esquema de balsas lipidicas y sus distintos componentes. 1) Membrana sin balsa lipidica. 2) Balsa de membrana. 3)
Proteina transmembranal asociada a balsa lipidica. 4) Proteina transmembranal no asociada a balsa lipidica. 5) Proteina con
anclaje GPI. 6) Colesterol. 7) Glicolipido. Modificado .

]

©

Antecedentes
De las citolisinas que se han identificado en anémonas podemos mencionar dos grupos

importantes, la primera es una enzima que hidroliza el éster en la segunda posicion de los
fosfolipidos y asi libera un acido graso y un lisofosfolipido, las fosfolipasas tipo A2 son
ampliamente distribuidas en los venenos de muchos animales, no asi se les adjudica esta
exclusiva funcion, sino que se les encuentra en las células llevando a cabo varias funciones
metabolicas 4151859 E| otro gran grupo citolitico de las anémonas son las formadoras de

poro, estas proteinas no enzimaticas se pueden dividir en cuatro grupos teniendo en cuenta
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su peso molecular, 1) péptidos con actividad antihistaminica de 5 - 8 kDa cuya actividad
hemolitica es menor en comparacion con las de mayor peso molecular °; 2) formadoras de
poro inhibidas por esfingomielina, 20 kDa son las mas representativas en anémonas las
cuales son las mas estudiadas; 3) citolisinas con o sin actividad fosfolipasa A2, 30 - 40
kDa que presentan residuos de cisteina ademas de ser cardioestimuladoras °; 4) y por ultimo
el grupo con un unico integrante hasta ahora, representado por metridiolisina de Metridium
senile con un peso de 80 kDa la cual es inhibida por colesterol #'. El estudio de estas
moléculas ofrece una gran oportunidad para entender las interacciones entre proteina y

membrana celular asi como sus posibles aplicaciones en el ambito biotecnoldgico 476,

Actinoporinas
Dentro del orden Actiniaria se han identificado proteinas con capacidad litica exclusivas

de este orden 4962, Este subgrupo es denominado actinoporinas 3. Estas moléculas son
clasificadas en el grupo de las citolisinas de 20 kDa y de las o-PFT (PFT por las siglas en
inglés, Pore Forming Toxins) %, cuyo modo de accién es el ensamblaje de monémeros en la
bicapa lipidica para asi formar poros selectivos catidnicos afectando el flujo de componentes
que alteran la homeostasis celular, si bien no son los unicos organismos en producir toxinas
formadoras de poro %, han llamado la atencion por la gran estabilidad que tienen y la afinidad
que presentan con los distintos componentes lipidicos que conforman la membrana, y que es

de gran interés para el estudio de interacciones en la membrana celular 426465,

Hoy en dia los géneros mas estudiados sobre la composicion de sus venenos son
Actinia, Anthopleura, Heteractis, Stichodactyla, Nematostella, entre otros (Tabla 1) . Las
actinoporinas mas estudiadas y mejor caracterizadas son las Equinotoxina Il (Eqtll) de la
anémona Actinia equina %', Fragaceatoxina C (FraC) de Actinia fragacea %, y las Sticolisinas |
y Il (Stn | y Il) de Stichodactyla helianthus ©°, las RTX-A, -G, -S y —Sl| de Heteractis crispa ° y
magnificalisina | y Il, HMglll de Heteractis magnifica de las cuales se sabe que tienen una alta
identidad en secuencia y de igual manera su estructura tridimensional estda muy bien
conservada (Figura 7), la cual consta de un sandwich-B que contiene dos laminas 3 que a su
vez esta conformado por cinco cadenas [3 asociada con dos

a-hélice a los lados 964,
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Eqtll FraC Stnl Stnll

Figura 7 Actinoporinas mejor caracterizadas, Eqtll (PDB- 11AZ), FraC (PDB- 4WDC), Stnl (PDB- 2KS4) y Stnll (PDB- 1GWY).

Modificada ©°.

Tabla 1. Trabajos mas destacables sobre actinoporinas en las especies mejor estudiadas donde se
aplica en distintos modelos biologicos para evaluar el efecto que pueden provocar las actinoporinas.

Especie Efectos Modelo Potencia de la Referencia
observados Biolégico toxina*
Stichodactyla Gigantoxin-4  Efectos Ratas HAs50=40 ng/ml
gigantea cardiovasculares y SD vy eritrocitos  (eritrocitos); 30
respiratorios en humanos. ng/kg provoca
ratas. fallas
Citolitica. cardiovasculares
en ratas SD vy
muerte con 60
Hg/kg
Actinia equina, EqtllyBc2 Factor de Glioblastomas  Cytosine &
Bunodosoma dispersién de de humano arabinoside,
caissarum drogas (lineas inhibidor de DNAp
anticancerigena celulares U87 y (Ara-C) ICazo= 8.4
A172 umolll.
Ara-C + Eqtll 1C3z0=
0.5 mmol/l
Ara-C + Bc2 ICs0=
0.6 mmol/l
Heteractis Magnificalisi ~ Citolisina Eritrocitos Magnificalisina = 73
magnifica na | vy Il humanos 3.6 HU/mg
HMglll Magnificalisina II=
3.3 HU/mg
Actinia FraC Estudio de Liposoma 1,2- Calorimetria 74,75
fragacea interaccion lipido- dioleoil-sn- isotérmica de
proteina; estudio glicero-3- titulacion
cristalografico fosfocolina KD=0.22+0.04 mM
(DOPC)-
esfingomielina
(SM) 1:1
Stychodactyla Stnlyll Citolitica Eritrocito ~ de UHso Stnl=3.0 mM;
helianthus humano, Lipid UHso Stnll= 0.4
Unillaminar mM.
Vesicles
(LUVs)
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Stychodactyla HT (toxina
helianthus hemolitica)

Inmunotoxicidad

Eritrocitos
humanos;
células
monoclonales
mielociticas
HL-60; células
mononucleares
periféricas
humanas, ratéon
in vivo

Eritrocitos: - + 0.06
ug/mL,

Células HL-60:
EDso: 2.5 pg/mL,
Células periféricas:
EDso: 1 ug/mL,
Ratén: LDso: 2.8
mg/Kg.

(75)

*HA50: Hemolityc activity por sus siglas en inglés, es la concentracion de proteina que lisa el 50% de

eritrocitos.

*IC30 y 50: Concentracion que induce el 30% y 50% de citotoxicidad.
*HU: Hemolityc unit por sus siglas en ingles.

*ED50: Cantidad de inmunotoxina requerida para dar el 50% de inhibicion de sintesis de proteinas en las

células después de 4h.

*LD50: Lethal doce por sus siglas en ingles.
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Estas proteinas son producidas como monomeros solubles cuya formacion de poro se

puede describir en tres pasos 475 (Figura 8A).

1. Los mondmeros se unen con el receptor/aceptor membranal, mayormente lipidos
siendo el mas comun es esfingomielina (SM), aunque puede haber otros receptores
como glicolipidos o glicoproteinas.

2 La mayoria de los monémeros se ensamblan en la membrana celular mediante
cambios conformacionales en el N-terminal (Figura 8B) que consta en gran parte de
aminoacidos hidrofébicos el cual logra insertarse en la bicapa

3. Oligomerizacion de los monémeros.

A B

Figura 8. Modelo de formacién de poro de Actinoporinas. A) Monémero soluble (S) se une a receptor lipidico (M1), la a-hélice
es transferida a la interface lipido-agua de la membrana (M2) insercion del a-hélice en la bicapa lipidica (M3) formacion del
poro (P). B) Estructura 3-D de FraC en el cual se observa los cambios conformacionales de elongacion del a-hélice del N-

terminal y que se mueve lejos del Sandwich- estable, el cual esta propuesto como la fraccién transmembranal. Modificado °.

El tamafo del poro para estos complejos puede ser variable dependiendo del numero de
monomeros que formen el poro, pueden ir de 4 a 50 y dictan el tamafio del poro que puede
ser de 1 a 30 nm y las moléculas que viajen a través de él iran en dependencia del tamario del
poro que les permita el acceso %6477 En FraC se ha comprobado la oligomerizacion de hasta

ocho moléculas componiendo el poro 78,

Se propone que la SM no solo funge como receptor, sino que también participa en el
ensamblaje de los mondmeros en la bicapa, llenando las perforaciones de los poros del a-
hélice ensamblada en la bicapa 77, asi pues se ha visto la inhibicion de la formacién del poro
con previa incubacion de actinoporina y SM 6479, Aunque la SM no es el Unico receptor que se

ha visto interactuando para la unién de los mondémeros con la membrana %8° se ha propuesto
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que le es favorable los sitios con dominios en la membrana como lo son las balsas lipidicas 8

las cuales son ricas en SM y colesterol.

Aplicaciones
Las toxinas en general son de gran interés no solo por su impacto sobre el sector salud

a nivel mundial, sino porque entre otras aplicaciones el estudio de estas moléculas permite
desarrollar alternativas para enfermedades o padecimientos que necesitan de un catalizador
mas selectivo, tal es el caso de las proteinas quiméricas que han tenido un gran auge en las
ultimas décadas por su especificidad, entre las mas destacables estan las inmunotoxinas las

cuales son una de las posibles aplicaciones donde se puede emplear las citolisinas.

Hoy en dia se administran tratamientos para padecimientos como el cancer que son
bastante dafinos 8, ya que los medicamentos son inespecificos para células normales y
células cancerigenas, como por ejemplo las antraciclinas las cuales actuan a nivel del ciclo
celular de las células anormales alterando la replicacion del ADN y que fueron aislados de
hongos del género Streptomyces &, otros son los antimetabolitos que se clasifican de acuerdo
a la sustancia con la que interfieren como Ara-C que es antagonista de la pirimidina 84, o los
alcaloides de plantas como vincristina el cual es un potente inhibidor de la topoisomerasa 2,
todas estos tratamientos contra el cancer presentan una serie de efectos secundarios severos,
desde disminucién de globulos rojos y blancos, mareos, nausea, hasta problemas

neurodegerativos y cardiovasculares 8.

Es por ello que se busca, mediante el empleo de proteinas recombinantes, desarrollar
tratamientos que sean especificos y menos dafinos sobre el paciente. Uno de los problemas
a los que se enfrenta el desarrollo de nuevos medicamentos contra distintos tipos de cancer
son las caracteristicas que presentan estas células al compactar y alterar la composicidon
lipidica en la membrana, haciendo dificil la internalizacién de las substancias 8. Por esta
razén que las citolisinas, al actuar sobre la membrana celular son un modelo idéneo para el
tratamiento de algunos tipos de cancer, dado que se ha observado que hay canceres en los
que se puede encontrar mas concentracion de SM que en células normales hacen de las
actinoporinas que cuentan con una preferencia de unién por dicho fosfolipido, un modelo de

estudio muy interesante para su posible explotacién en este campo 86.

Las inmunotoxinas son proteinas recombinantes o quiméricas donde se emplean
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anticuerpos monoclonales y toxinas de distinto origen, con el fin de obtener una actividad
especifica 8 sobre células blanco como las cancerigenas, células infectadas, células

parasitarias o0 un conjunto de células normales.

La primera inmunotoxina en base a una actinoporina en la que se trabajé fue con la
fraccion hemolitica de Stichodactyla helianthus, ésta se conjug6 con un anticuerpo monoclonal
(mAb por sus siglas en inglés monoclonal antibody) que reconocia el receptor IOR-T6 de
linfocitos T inmaduros mediante puentes disulfuro artificiales "® en este primer trabajo, el
hibrido IOR-T6-HT no mostré actividad hemolitica a menos que fuera reducido y se observo
una toxicidad contra las células que expresaban el antigeno IOR-T6; en un segundo estudio la
Eqtll de Actinia equina se recombiné con un mAb (IOR-C5) que reconoce el antigeno IOR-C2
de tumor de colon linea celular SW 948, en este trabajo se demostré que al unir a la
actinoporina con el anticuerpo, la citolisina es siete veces mas efectiva que la citolisina sola .
La Eqtll se conjugd con la Transferrina (Tfn) que es un potente inmundgeno para varios tipos
de tumores, en este trabajo se vio que la previa incubacion con Tfn y SM disminuyen la
actividad de la inmunotoxina para actuar sobre linea celular de linfoma de Burkitt humano 8°
(Figura 9). Otro ejemplo son las Eqtll de A. equina y Bc2 de B. caussarum que en
concentraciones nano molares facilita la entrada de agentes quimioterapéuticos (Ver Tabla 1),
de esta manera se puede reducir el dafo provocado por las altas dosis de estos

medicamentos y prevenir sus efectos secundarios 2.

Toxina Agente
reticulado
Fraccidn hemolitica SppP

de Stichodactyla
helianthus

.-S . Stl SMCC

.5-5 Eqtll SPDP
@<\ Ls®
. . Anticuerpo Transferrina
Toxna monoclanal
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Figura 9. Esquema de las primeras inmunotoxinas desarrolladas a partir de actinoporinas. Los agentes reticulados son las
moléculas que se utilizaron para unir las proteinas que formarian la inmunotoxina, SPDP (N-succinimidil 3- (2-piridilditio)

propionato), SMCC (sulfosuccinimidil 4- (N-maleimidometil) - ciclohexano-1-carboxilato). Modificado *

Otro de los campos en donde las citolisinas formadoras de poro han tenido un gran
impacto es en el disefio de nanoporos, en donde se busca nuevas herramientas para el

analisis de moléculas dentro de una gran gama de analitos.

Los nanoporos son sensores que detectan moléculas individuales basadas en la
alteracion o bloqueo parcial de la corriente eléctrica generada por moléculas que pasan a
través de ellos, pueden ser clasificados como sintéticos o mejor conocidos como nanoporos
de estado solido (solid-state nanopores) los cuales son hoyos de escala nanométrica
perforados en membranas delgadas de grafeno, nitrido de silicona, etc., o de naturaleza
bioldgica los cuales son poros proteicos anclados a bicapas fosfolipidicas, o asi bien, hibridos
9, Los nanoporos estan anclados a una membrana con dos compartimentos (cis y trans) que
contiene una solucion de electrolitos y electrodos, la técnica se basa en que, cuando un
voltaje de polarizacidon se aplica a través de la membrana el paso de iones por el nanoporo
genera una corriente constante que indica un poro abierto, cuando una molécula difunde a
través del poro el flujo idnico es parcialmente interrumpido y resulta en un cambio en la
corriente idnica que es detectado como una sefial eléctrica %92, Esta técnica se llama pulso
resistivo, y durante el proceso permite conocer el volumen, concentracién de la muestra

ademas de la interaccion que tiene con el poro 2093,

En 1993 Bezrukov et al. ®* hicieron el primer reporte de deteccidén de acidos nucleicos
en poros proteicos, en el cual moléculas de ARN y ADN monocatenario (ssDNA, single-
stranded DNA) fueron electroforéticamente dirigidas a través de la toxina o hemolisina de
Staphylococcus aureus (a-HL), y la traslocacion de estas moléculas condujo a modulaciones
de corriente, estas fueron correspondientes a la concentracién del analito, mientras que la

duracion del bloqueo fue proporcional al largo de las moléculas %.

Recientemente en el 2016, Wloka et al. % disefiaron poros usando FraC en donde se

analizé homopolimeros de ssADN a diferentes potenciales y pH

Algunas de las ventajas del uso de los poros silvestres para la deteccion de analitos es
la reproducibilidad a nivel atbmico que a menos que sea modificado puntualmente mantendra
su geometria, forma y propiedades superficiales; los poros proteicos cuentan con la

especificidad de la que carecen los nanoporos sintéticos, ademas pueden ser modificados
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para extender la capacidad de estabilidad 939697,

Fosfolipasa
Otra molécula con capacidad litica que se ha identificado en los venenos de anémonas

es la Fosfolipasa A2 (PLA2) 15, Esta molécula se clasifica de acuerdo al sitio de corte que
tienen en el glicerofosfolipido (GPL) (Figura 10A). La PLAZ2 hidroliza la union éster del sn-2 de
GPL 9, liberando un acido graso (generalmente acido araquidonico) y un lisofosfolipido .
Esta enzima esta implicada en muchos procesos metabdlicos %8, principalmente en el
remodelamiento de lipidos en la membrana celular, procesos del sistema inmune, como

defensa en venenos o procesos metabdlicos 19:100.101,

Otra clasificacién que se le puede adjudicar es por el sitio celular donde se encuentra,
fosfolipasas citosdlicas (cPLA2), fosfolipasas secretorias (sPLA2), fosfolipasas lisosomales
(IPLA2), factores activadores plaquetarios (PAF-AC PLA2 por sus siglas en inglés) y
fosfolipasas citosolicas independiente de calcio (Figura 10B) 9192 que a su vez estan
ampliamente distribuidas y actualmente estan clasificadas en dieciséis grupos con sus

respectivos subgrupos 6.

A B
O ePLAZ
f i\
O R, aPLAZ
& PLAZ
R; 10 o PLA2
0--P--0—R,
| | PLAZ PLAZ
O Liscacmal | PAF-AC

Figura 10. Clasificacion de fosfolipasa A) De acuerdo a su sitio de corte, PLA1 hidroliza la unién éster del acilo graso unido
en la posicion uno del fosfoglicérido, PLA2 corta en la posicion dos, PLC corta el enlace diéster fosférico y finalmente la PLD
actua en el sitio de union entre el fosfato y el grupo R 1%, B) Las PLA2 se clasifican también de acuerdo a la ubicacién celular

donde se ha visto que acttian 58,

Las PLA2 son moléculas consideradas como citolisinas por el dafio que causan
hidrolizando los GPL de la membrana celular, que por su amplia distribuciéon en venenos de
muchos organismos lo han desarrollado como una herramienta, principalmente para

metabolizar a sus presas, como factor de dispersion de los demas componentes del veneno, o
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para infligir dafio a depredadores, asi bien las PLA2 en anémonas no han sido tan
ampliamente estudiadas, al contrario de las bien caracterizadas en serpientes y aracnidos 194~
106 La PLA2 no solo provoca dafio en la membrana directamente hidrolizando sus fosfolipidos
sino también indirectamente a través de sus productos %197 |os lisofosfolipidos tienen accion
de detergente y de esta manera emulsionan los lipidos 7 de la membrana afectando la
estabilidad, estos estan implicados de manera natural en formar parte de la membrana celular
para auxiliar en el transporte pasivo, sin embargo en cantidades mayores dafa la membrana
celular alterando el transporte a través de la membrana. El acido graso liberado generalmente
es acido araquidonico, este esta vinculado en procesos inflamatorios ya que de este derivan
prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos que estan implicados en homeostasis y

vasodilatacion entre otros 108,

Existen escasos trabajos en anémonas sobre PLA2, el primer trabajo reportado fue en
la anémona Aiptasia pallida 4!, siguiendo las investigaciones en UcPLA2 de Urticina
crassicornis %, caisarolisina | de Bunodosoma caissarum '°', o- y B-PLA2 de Aiptasia pallida
105 Anch Txl y Il PLA2 de Anthothoe chilensis 1°* y CgPLA2 de Condylactis gigantea ''°.

Las fosfolipasas secretorias se han identificado como enzimas con alto contenido de
Cys asi, algunos grupos de sPLA2 como el I, Il, Ill, 1V, V, X, XI, Xll y XIV presentan de 6-8
puentes disulfuro 6, son de bajo peso molecular de entre 14-18 kDa (excepto las del grupo IlI)
y como es sabido de las sPLA2 tienen en su sitio activo His/Asp como diada catalitica, aunque
también se ha identificado una sustitucion de Lys en la posicidon 69 en lugar del Asp (aunque
las proteinas que presentan este cambio de aminoacido no presentan actividad enzimatica) y
son dependientes de calcio %°. Dentro de las PLA2 identificadas en anémonas (Tabla 2), se ha
encontrado que tienen una gran homologia con PLA2 de grupos importantes como el | y |1l %
estos tienen agrupadas a las PLA2 de serpientes, abeja y lagartos del género Heloderma.
Estan compuestas por a- hélices, y dos laminas-f entrelazadas conocidas como alas-, un
asa de unién a calcio y la diada catalitica de His/Asp (Figura 11). También se ha visto que el
ion calcio no es el unico que pueden utilizar estas enzimas sino también estroncio y

magnesio, aunque en concentraciones mas altas 4'.

La importancia del estudio de estas moléculas citoliticas permite entender las
interacciones proteina-lipido 81192111 |os diferentes cambios conformacionales que puede

sufrir una proteina 112, las interacciones que forman las proteinas que interactian entre si para
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A

formar complejos transmembranales y la futura aplicacion que pueda tener ese conocimiento

para campos farmacoldgicos, biomédicos y biotecnoldgicos 714 (Tabla 1y 2).

Figura 11. Representacion tridimensional de fosfolipasa A2. A) Modelo estructural de PLA2 del grupo 1A, el calcio es
representado por la esfera roja, y de color amarillo las uniones disulfuro. B) Representacion de unién interfacial con

membrana, residuos hidrofobicos estableciendo unién con la membrana. Modificado 3.

Tabla 2. Algunas fosfolipasas A2 en anémonas de mar, modo de accidon y modelos biolégicos.

Especie Toxina Efectos Modelo Referencia
observados biolégico
Urticina UcPLA2
crassicornis
Bunodosoma Caisarolisina | Promueve Efecto en rifidn 101
caissarum efectos renales y en células [-
y secrecion de pancreaticas.
insulina.
Aiptasia pallida | a-y B-PLA2 - Vesiculas 105
Triton X-100
(TX-100) y
dipalmitol
fosfatidilcolina
(DPPC)
Anthothoe Anch TxI vyl Induccioén de Wistar rats 104
chilensis PLA2 edema.
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Condylactis CgPLA2 Induccién de Ratones machos | °
gigantea edema, Swiss

actividad

anticoagulante.

Aplicaciones

Las fosfolipasas pertenecen a una de las familias de proteinas enzimaticas mas utilizadas en
todo el mundo, esto debido a la gran variedad de procesos en los que participan bioldégicamente,
pudiendo extrapolarse como herramientas para la vida diaria de los seres humanos. Como se
menciona previamente, las fosfolipasas participan en una gran variedad de procesos dentro y fuera
de la célula y en muchos de estos procesos son independientes de la actividad catalitica; esta gran
variedad de funciones, asi como la especificidad varia segun el grupo o subgrupo al que pertenece
la fosfolipasa, estas caracteristicas maleables son las que han llamado la atencién de la comunidad
cientifica en los ultimos afos.

Uno de los campos en los que se ha demostrado mayor potencial es en el biomedicina, las
PLAZ2 son proteinas constitutivas de la célula, solo en humanos se pueden encontrar en mayor o
menor concentracién de acuerdo al tejido o sistema en el que se presente, uno de los sistemas en el
que tienen mayor presencia es en el sistema inmune, donde participan como citolisinas de
patdgenos, se ha demostrado que estas enzimas pueden desempefar actividades bactericidas
contra bacterias Gram positivas del género Streptococcus 1%, se observa que para que las enzimas
puedan desempeiar dicha actividad es necesaria la presencia de los carbohidratos de Lancefield,
estos carbohidratos son estructurales de las paredes celulares ''®, estas son unas de las
caracteristicas que representan la serologia de las bacterias y que es esencial para que la hGIIA
(PLA2 de humano del grupo IlA) presente actividad bactericida.

Se ha demostrado que puede presentar actividad antiviral como en las cepas de VIH-1 que
infectan las células linfoides en humanos ', en este trabajo se pusieron a prueba a mas de diez
fosfolipasas A2, entre las cuales se hallaban mayormente provenientes de venenos de serpiente y
Heloderma, y otras PLA2 recombinantes de humano; se observo que varias pero no todas las PLA2
son capaces de inhibir la replicacion del virus en etapas tempranas de la infeccion, la accidon antiviral
que demostraron estas fosfolipasas son independientes de su actividad catalitica, mostrando que
estas enzimas fueron capaces de prevenir la liberacion de la proteina Gag24 y asi de evitar la
sintesis del ADN proviral en el citosol del huésped, impidiendo que el viridbn se desprenda y se

disocie el complejo de retro transcripcién del virus al huésped.
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Hipétesis

Con base a los antecedentes de citolisinas en el Phylum Cnidaria y sobre todo en el Orden

Actiniaria, han demostrado gran potencial para su aplicacién como herramientas biolégicas en

distintos campos por su variabilidad y maleabilidad, se espera identificar al menos una toxina capaz

de danar la membrana celular presente en A. dowiii.

Justificacion

Ya que la funcién principal de la membrana es crear un entorno adecuado para la
célula y que pueda llevar a cabo su funcionamiento muchos organismos han hecho de la
membrana el blanco idéneo para alterar o dafiar células en especifico o al azar. Una de las
estrategias con mayor éxito en la naturaleza son las toxinas que actuan en la membrana ya
sea para desestabilizarla, alterar su funcionamiento de selectividad o romperla, teniendo como
resultado una serie de reacciones que pueden llegar incluso a la muerte celular. A lo largo de
la historia evolutiva de los organismos se han desarrollado una gran variabilidad de estas
moléculas capaces de dafar la membrana, entre las mejor conocidas estan las de naturaleza
proteica que pueden agruparse en grupo de acuerdo al tipo de funcion que presentan, las que
actuan a nivel membrana lo hacen desestabilizando la composicion de la membrana y/o sus
componentes tales como sus proteinas asociadas, entre estas toxinas estan presentes las
neurotoxinas y metaloproteinasas; otras toxinas como las formadoras de poro y fosfolipasas,
son aquellas que actuan sobre el principal componente de la membrana, los fosfolipidos,

haciéndolo su medio de unién u objetivo de ataque.

Actualmente los organismos mejor estudiados son aquellos que tienen un impacto
directo sobre la vida diaria de los humanos que afecta principalmente en el sector salud, entre
estas se encuentran los organismos como serpientes, araias y alacranes, los cuales tienen el
mayor numero de incidentes al afo, seguido por los animales ponzofosos terrestres y

marinos.

Entre los animales marinos, los organismos del Phylum Cnidaria presentan una amplia
distribucion por lo que han aumentado los casos de envenenamiento, entre ellos la clase
Anthozoa ha sido objeto de estudio por la gran diversidad de componentes presentes en su
veneno, en especial las citolisinas tan caracteristicas de estos organismos, las cuales cuentan
con secuencias, plegamiento y modo de accién diferente a las citolisinas presentes en otros
organismos. Con base a la funcidn bioldgica de las citolisinas y el impacto que tienen sobre la

membrana celular, se buscan nuevas propuestas para la aplicacion de estas moléculas en el
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campo de la biotecnologia, biomedicina y farmacologia.

Por tal motivo se ha considerado a la anémona A. dowii como un candidato en potencia

para la obtencion de nuevas citolisinas competentes con una futura aplicacion.

Objetivo general
Identificar una molécula con actividad citolitica presente en el veneno de anémona A. dowii.

Objetivos particulares

Obtener extracto crudo de la anémona A. dowii.

Identificar actividad de la molécula litica presente en el extracto crudo de la anémona A.
dowii mediante bioensayos.

Purificar el polipéptido con actividad litica presente en el extracto crudo.
Analizar estructura primariade la citolisina de la anémona A. dowii.

Metodologia

Objetivo 1

Obtener el extracto crudo de la anémona A. dowii.

Los especimenes utilizados en este trabajo fueron colectados en Ensenada, Baja California,

México. Se liofilizaron y guardaron a -20°C hasta su uso. La identificacion de esta especie se llevo

a cabo en colaboracién con la Dra. Estefania Rodriguez, del museo de Historia Natural de Nueva
York 18,

Extracto total.

Cuarenta gramos del organismo liofilizado se resuspendié en 125 mL de amortiguador fosfato
de sodio 50 mM a pH 7.5 (fosfato de sodio monobasico 200 mM, fosfato de sodio dibasico
200 mM, 16% y 84% v/v respectivamente) al cual se le agregd un coctel de inhibidores de
proteasas (cOmplement Protease Inhibitor Cocktail, Roche).

La muestra fue mezclada con ayuda de agitador magnético durante 12 h a4°C.

La muestra se sometio a tres ciclos de congelado y descongelado a -20°C.

Para eliminar restos de tejido, se llevd dos pasos de centrifugacion de 25,400 x g, 30 min a

4°C.
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e El sobrenadante se mantuvo a -20°C hasta el subsecuente uso.

Determinacién de la concentracion de proteinas
Durante la purificacion se determind la concentracién total de las proteinas, se llevo a

cabo mediante el método colorimétrico de Bradford ''°. Es una técnica sencilla y econémica
que con el colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 interaccionan los grupos anionicos de los
aminodacidos en las proteinas, esta reaccion se detecta a una longitud de onda de 595 nm. En
este método es necesario usar una proteina que sea de referencia, en este caso se uso la
albumina sérica de bovino (BSA, Bovine Serum Albumin).

Este ensayo se realiz6 con BSA a una concentracion conocida de 1mg/mL, la Tabla 3

muestra las unidades utilizadas durante el siguiente procedimiento:

e En microtubos de 1 mL se incorporé el agua mili Q con la BSA en las cantidades
establecidas en la Tabla 3.

e Se mezclaron las muestras.

e Se agrego el reactivo de Bradford, aforando a 1 mL.

e Después de cinco minutos de incubacion a temperatura ambiente, se midio

absorbancia en el espectrofotometro a 595 nm.

Tabla 3. Procedimiento de ensayo colorimétrico de Bradford, utilizado durante el proyecto.

BSA (uL) H20 mili Reactivo de Volumen
Q (pL) Bradford (pL) total (mL)
1 - 800 200 1
2 1 799 200 1
3 3 797 200 1
4 4 796 200 1
5 5 795 200 1
6 6 794 200 1
7 7 793 200 1

e Se realiz6 por duplicado.
e Se obtuvo la media de acuerdo con las lecturas de BSA, que se empled para realizar

una grafica de regresion lineal, y aplicando la formula de regresién lineal de “y” sobre

“x”, se obtiene la ecuacion de la recta, que posteriormente se despejé para obtener los
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valores de concentracion de las muestras.

Electroforesis SDS-PAGE

Este método de separacidon se basa en la movilidad de las moléculas a través de una

matriz solida aplicando un campo eléctrico 29121, Se llevé a cabo durante todo el proceso de

purificacion para dar seguimiento de la molécula teniendo en cuenta que en condiciones

desnaturalizantes se separan por tamafio en peso molecular y en conjunto con lo ya

reportado en la literatura, se espera obtener bandas en los pesos moleculares de proteinas

conocidas ya antes reportadas y caracterizadas que nos indiquen la presencia de la molécula

deseada. Para este proyecto se trabajé con geles SDS-PAGE a 15% de concentracién de

acrilamida.

Se realizo de la siguiente manera:
Preparacion del gel

1.

Se siguio las instrucciones del fabricante para el ensamble de los vidrios que se usaron
para la electroforesis.

Se prepararon 8 mL de la solucién para el gel resolvedor a 15% de acrilamida (Tabla
4), se mezcloé suavemente.

Inmediatamente se colocd la solucion del gel resolvedor en los vidrios hasta haber
cubierto % del volumen dejando un espacio suficiente para colocar el peine. Dejar de
10 a 15 minutos para gelificar. Cubrir con agua o etanol lo que resta de espacio entre la
solucion y el borde del vidrio.

Se procedié a preparar la solucion del gel concentrador 2 mL (Tabla 4), teniendo en
cuenta que el porcentaje de acrilamida, asi como la solucién de Tris que presenta un
pH distinto utilizado en el gel concentrador es diferente al resolvedor. Se mezcld
suavemente.

Se colocd en lo que resta del espacio de los vidrios y se colocd el peine que ayuda a
crear posos en los cuales se colocan las muestras. Se dejo gelificar de 10 a 15

minutos.

Tabla 4. Volumenes que se utilizaron de las soluciones para preparar los geles de poliacrilamida,
resolvedor y concentrador.

Reactivo Solucién al 15% Solucion

de acrilamida concentradora

(8 mL)
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Agua mili Q 1.8 mL 1.1 mL

Acrilamida/bis acrilamida 3.9mL 2.5mL
30%
Tris 1.5 M pH 1.9 mL 1.3 mL

8.8 (resolvedor)
Tris 1.5 M pH

7.5
SDS (10%) 0.08 mL 0.05 mL
Persulfato de amonio 0.08 mL 0.05 mL
TEMED 0.005 0.002 mL

Preparacion de las muestras:

En microtubos de 0.6 mL se procedié a colocar las muestras a evaluar, se tuvo en
cuenta que debian ir de acuerdo a una concentracibn homogénea para todas las
muestras, el volumen de cada muestra varidé por la concentracion independiente que
tuvo, pero en general se mantuvo una concentracion casi constante de 15 ug, se
agregd mezcla litica (Tabla 5), ésta de acuerdo al volumen de cada muestra se
recomienda sea el 10% del volumen de acuerdo a la muestra.

Se mezclaron 'y se  calentaron a 90°C durante 5 minutos.
Nota: si el volumen de la muestra y la mezcla litica es muy poco perceptible, se

recomienda agregar amortiguador o agua mili Q para un mejor manejo.

Tabla 5. Composicion de la solucién litica para electroforesis.

Reactivo Concentracion final
Tris 0.5, pH 7 0.125 mM

SDS 10% 2.5%
2-Mercaptoetanol 25%

Glicerol 25%

Azul de bromofenol 0.1 mg/mL

Electroforesis:
1. Se ensambl6 el casete que contiene el gel en la camara electroforética guiando
el vidrio pequefo hacia dentro siguiendo las instrucciones del fabricante.

2. Para asegurar que el casete estuviera bien colocado y no hubiera fugas del
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amortiguador durante la corrida, se llen6 hasta el borde con amortiguador 1X, el

cual contiene Tris, SDS y glicina.

3. Una vez que no hubo fugas. Se procedi6 al cargado de muestras en los pozos
que se hicieron con el peine.

4. Se conect6 a la fuente eléctrica, teniendo especial cuidado en que los electrodos
estuvieran en posicion correcta guiandose por los colores que marca el
fabricante; se encendio a la fuente eléctrica y se programé en tiempo y voltaje.

Deteccidn de las proteinas:

1. Una vez terminada la electroforesis, se procedié a la tincion del gel para
visualizar las proteinas.

2. Se retird el casete de la camara, se separaron los vidrios para poder sacar el
gel de forma cuidadosa para evitar romperlo, se colocdé en un recipiente
limpio y con la base plana, se procedié con el protocolo de tincién.

Nota: Si la concentracién de proteina es muy poco, se recomienda una tincion

en plata, la cual es mucho mas sensible que los colorantes organicos, como el

Coomassie R-250, asi permitira visualizar todas las bandas de proteina.

Objetivo 2

Identificar actividad de la molécula litica presente en el extracto crudo de la anémona A. dowii

mediante bioensayos.

Ensayo de hemdlisis

El primer bioensayo es el de hemdlisis, que pretende evaluar la actividad litica presente en
el extracto total y sus fracciones durante la purificacion, esto se midi6 cuantitativamente
mediante la liberacion de hemoglobina en eritrocitos de humano, siguiendo el protocolo de %2,
La muestra de sangre (1 mL) de humano se obtuvo de un voluntario sano. El tratamiento que
se le dio a los eritrocitos fue el siguiente.

e Un mililitro de sangre de humano se lavd tres veces con 15 mL con amortiguador
Alsever (0.1 M dextrosa, 0.07 M NaCl, 0.002 M acido citrico y 0.027 M citrato de sodio

a pH 7.5). Esto se hizo centrifugando a 804 x g 4°C durante cinco minutos, con una

33



pipeta se quitd el sobrenadante y los eritrocitos se resuspendieron con nuevo
amortiguador asi tres veces, esto se hace para eliminar plasma y células blancas.

e Los eritrocitos se calibraron para tener los grupos control, 0% de hemdlisis (amortiguador
+ eritrocitos) y el 100% de hemdlisis (agua + eritrocitos), la calibracion es la
manipulacion del volumen del amortiguador que contiene los eritrocitos, para tener una
concentracion de eritrocitos de 1-2 x 10% células/ml. Las absorbancias a 415 nm del 0%
de hemdlisis es de 0.003 y de 100% es de 1.003, si las absorbancias eran mayores a
esos valores, los eritrocitos se centrifugaban y se agregaba menos amortiguador del
que tenia antes, viceversa si los valores eran menores. Este ensayo se hizo por
triplicado para cada muestra o fraccién durante la purificacion.

e El ensayo se llevd a cabo en placas de micro titulacion de 96 pozos teniendo un
volumen total de 200 pyL por pozo, asi en los pozos se colocd 20 ul de solucién de
eritrocito, diferentes volumenes (en dependencia de la concentracion) de las fracciones
a evaluar y se ajusto los volumenes de amortiguador Alsever para el volumen final.

e Las muestras se incubaron a 37°C durante 60 min.

e Se centrifugaron a 804xg durante 5 min a 4°C.

e La cantidad de hemoglobina liberada fue monitoreada espectrofotométricamente a A= 415 nm.

Para calcular el porcentaje de hemdlisis se calculé usando la siguiente ecuacion

% Hemolisis= (Av— Aamortiguador) / (Aagua— Aamortiguador) X
100
Donde Av, Aamortiguador, Aagua SON las absorbancias (A) de los sobrenadantes del veneno

(V), amortiguador (0% hemadlisis), y agua (100% hemdlisis) 123.

Ensayo de fosfolipasa
El segundo bioensayo que se empled fue el ensayo de fosfolipasa el cual pretende evaluar

cualitativamente la actividad enzimatica de fosfolipasas presentes en el extracto de la
anémona A. dowii a través de un sencillo ensayo en caja Petri con yema de huevo como
sustrato %4, esto debido a que la composicion lipidica de la yema de huevo tiene mas del 50%

de fosfatidilcolina '2° y se esperd observar halos de actividad enzimatica.

e Solucién A. 12 mL de yema de huevo con 36 mL de 0.86% de NaCl (este ultimo se filtrado
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con filtro de 0.22 nm).

e Solucion B. 300 mg de agarosa en 50 mL de amortiguador tris (filtrado 0.22 nm) 50 mM
pH 7.5.

e Solucién C. CaClz 10 mM (filtrada 0.22 nm).

e Solucion D. Rodamina 6G (0.010 gen 1 mL).

Todas las soluciones se manejaron en condiciones estériles, para la solucion A el huevo
se lavdé con SDS al 1% antes de extraer la yema, después se manejé en campana de
extraccidon para preservar solo la yema de huevo y se mezclé con el NaCl, se centrifugd a 804

Xg Y se trabajo con el sobrenadante.

Para preparar las cajas con yema de huevo, la solucion B se disolvidé en microondas hasta
el punto de ebullicién, se enfri6 en bafio Maria hasta que alcanzé una temperatura de entre
45°- 43°C, en condiciones de esterilidad se afadiéo 500 yL de la solucién C, 100 uL de la
solucion D y por ultimo 500 uL de la solucion A, una vez se mezclé suavemente, con la ayuda
de una probeta estéril se midié 25 mL de solucién para cada caja Petri y se dejo enfriar en

campana.

Posteriormente con la ayuda de puntas de micropipeta de 20 pL se elaboran los pozos en
el gel. El ensayo se hizo con las muestras del extracto total y sus resultantes durante la
purificacion teniendo como constante de concentraciéon 15 ug a evaluar. Se incub6 a 37°C

durante veinte horas. Los ensayos de actividad de fosfolipasa se hicieron por duplicado.

Objetivo 3

Purificar el polipéptido con actividad litica presente en el extracto crudo.

Precipitacion con sulfato de amonio
El primer paso de purificacion del extracto fue la precipitacién con sulfato de amonio, en

esta técnica las particulas precipitaran de acuerdo a su hidrosolubilidad; teniendo en cuenta
que las moléculas estan en contacto con el agua, afiadiendo solutos al medio (en su mayoria
iones (sales) aunque también suelen usarse solventes (urea, acetona, etc.) las moléculas del
soluto formaran unién con el agua %%, lo cual provoca que las moléculas presentes en el

extracto precipiten debido a que no hay interaccién con el agua, el sulfato de amonio es el



agente para el salting- out por excelencia, ya que de acuerdo a la serie de Hofmeister el catidn
amonio actua como agente caotrépico, y el anién sulfato actuara acelerando la precipitacion
127_

También lo hace ideal como primer paso de purificacién ya que no desnaturaliza las
proteinas y asi mantienen su actividad, es bastante util en cuanto separa los compuestos y
facilita los siguientes pasos de purificacidon en los cuales son mas selectivos 128,

Esto se hizo en agitacion constante, a 4°C con la ayuda del programa que ofrece EnCor
Biotechnology Inc. 12, realizo el calculo de la cantidad de sal que se agrega en cada paso de
la precipitacion basandose en “Current Protocols in Protein Science”; se hizo un gradiente de
(NH4)2S04: 0, 40, 50, 60, 80 y 90% de saturacion.

En cada concentracion de sulfato de amonio, la solucién se mantuvo en saturacién
durante mas de 1 hora, aproximadamente, para permitir que la solucion llegue a un equilibrio.
Después se centrifugd a 25, 400 xg durante 15 minutos a 4°C, cada precipitado se
resuspendio en volumenes distintos de amortiguador fosfatos de sodio 50 mM pH: 7.5, esto de
acuerdo al tamafo del pellet para tratar de mantener las muestras en una misma cantidad de
proteina total; las fracciones se dializaron contra el mismo amortiguador de fosfatos de sodio.
Por ultimo, para remover proteinas no solubles en las fracciones dializadas, se centrifugd a
25, 400 xg, 15 minutos a 4°C, y se mantuvieron a esta misma temperatura hasta su posterior
uso.

Cromatografia anidnica

Como segundo paso de purificacion se decidié utilizar cromatografia de intercambio
aniénico con resina Sefarosa DEAE (Dietilaminoetil) para la fraccion que presentd la mayor
actividad hemolitica, esto siguiendo el protocolo de 130, Las técnicas de cromatografia en
liquidos son ampliamente utilizadas como método de separacion de moléculas en
investigacion e industria, las de intercambio i6nico tienen como fundamento que las cargas
opuestas interactuan, de este modo las cromatografias de intercambio idnico tienen una
matriz estacionaria a la cual tienen unido un ligando con carga positiva o negativa que al
pasar una mezcla de moléculas, estas interaccionaran de acuerdo a las cargas que presenten
131132 La resina Sefarosa DEAE presenta carga positiva por lo que las proteinas presentes en
el extracto que tengan una carga parcial o neta negativa interactuan y se unen con la resina
y, para eluirlas (separarlas de la matriz) se usa un amortiguador con solutos que al

disociarse en iones compitan con las proteinas para interaccionar con la carga de la resina,
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este es el principio de todas las cromatografias de intercambio ionico.

En el presente trabajo se empled 10 mL de resina de Sefarosa DEAE la cual se regenerd de la
siguiente manera

Cinco volumenes de agua mili Q (50 mL).

Cinco volumenes de HCI 1N.

Ocho volumenes de agua mili Q para quitar el HCI.
Cinco volumenes de NaOH 1M.

Ocho volumenes de agua mili Q para quitar el NaOH.

A

Se equilibré la columna con tres volumenes de amortiguador fosfatos de sodio 50 mM
pH 7.5.

Se uso6 esta columna para separar las moléculas de la fraccién de 60% la cual mostré la
mayor actividad hemolitica, esta fraccion presentd una concentracion de 2.8 mg/mL. La resina
resuelve un gramo de proteina por mililitro de resina, por lo cual se colocaron 10 mg de resina
para purificar 3.6 mL de muestra y para la elucidn de proteinas se realiz6 con un gradiente

escalonado con NaCl. La cromatografia se realiz6 de la siguiente manera:

1. Una vez equilibrada la columna se coloco la muestra a un flujo de 0.5 mL/min.

2. Se procedi6é a realizar tres lavados (10 mL cada uno) con amortiguador fosfatos de
sodio 50 mM pH 7.5 a un flujo de 1.5 mL/min.

3. Se realizé el gradiente con NaCl: 40, 60, 80, 100, 150, 200, 300 mM a un flujo
constante de 1.5 mL/min.

4. Las fracciones se colectaron de manera manual de acuerdo al perfil cromatografico, es
decir que se tratdé de colectar cada pico de absorbancia que se apreciaba conforme
avanzaba la cromatografia.

Cromatografia catidnica
Esta cromatografia sigue el mismo fundamento que la cromatografia de intercambio
anidnico y se utilizé para separar los compuestos proteicos de la fraccion que mostré la mayor
actividad de fosfolipasa, la resina CM Sefarosa esta unida a una matriz de agarosa y
carboximetil, este ultimo presenta carga negativa la cual interactua con las proteinas que

presenten carga contraria.

Se us6 3 mL de resina CM Sefarosa (carboximetil) la cual se regenero de la siguiente manera:
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Cinco volumenes de agua mili Q (50 mL).

Cinco volumenes de NaOH 1M.

Ocho volumenes de agua mili Q para quitar el NaOH.
Cinco volumenes de HCI 1N.

Ocho volumenes de agua mili Q para quitar el HCI.

2 o

Se equilibré la columna con tres volumenes de amortiguador fosfatos de sodio 50 mM
pH 7.5.

Se usO esta columna para, ademas de separar los compuestos de la fraccion del
sobrenadante EC2da, también se pretendia concentrar las proteinas ya que esta es la
fraccion mas diluida de las fracciones resultantes del precipitado. El sobrenadante tenia una
concentracion de 0.2 mg/mL. Se colocé 5 mg/25mL de muestra y para la elucién de proteinas
se realizé con un gradiente escalonado con NaCl. La cromatografia se realizoé de la siguiente

manera:

1. Una vez equilibrada la columna se coloco la muestra a un flujo de 0.5 mL/min.

2. Se procedio a realizar tres lavados con amortiguador fosfatos de sodio 50 mM pH 7.5 a
un flujo de 1.5 mL/min.

3. Se realizo el gradiente con NaCl: 40, 60, 80, 100, 150, 200, 250, 300 y 500 mM a un
flujo constante de 1.5 mL/min.

4. Las fracciones se colectaron de manera manual de acuerdo al perfil cromatografico, es
decir que se tratd de colectar cada pico de absorbancia que se apreciaba conforme

avanzaba la cromatografia.

Objetivo 4

Analizar mediante técnicas de secuenciacién de aminoacidos la estructura primariade la

citolisina de la anémona A. dowii.

Degradacion EDMAN
La secuenciacion EDMAN emplea la reaccion que ocurre entre el fenilisotiocianato y el

grupo amino de los aminoacidos de las proteinas. En esta técnica, una vez unido el

fenilisotiocianato con el grupo amino pasa a ser feniltiocarbamil, este ultimo en condiciones
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acidas se rompe de la cadena peptidica y el derivado queda como un heterociclico que es
extraido por un solvente organico y convertido en un isdbmero mas estable (feniltiohidantoina),
este se resolvera mediante cromatografia en HPLC y se compararan los tiempos de retencién
de la muestra con los estandares. Esto se hara para cada aminoacido, por lo cual se ira

degradando la proteina conforme la secuencia avanza 3.

Se recurrio a esta técnica para analizar las fracciones F2-4 del sobrenadante luego de
la cromatografia cationica. Se corrié un gel SDS-PAGE 15% y se transfirié de manera semi-
humeda a una membrana de PVDF (Difluoruro de polivinilideno, la cual es de naturaleza
hidrofébica por lo que debe ser previamente activada con metanol o etanol), esta se corrio en
amortiguador CAPS (3-(Ciclohexilamino)-1-acido sulfonipropano) 10 mM, 10% v/v metanol a
pH: 11. Se cortd la banda mas prominente de peso aproximado a 15 kDa. La secuenciacion se
realizé de forma automatizada en PPSQ-31A protein sequencer (SHIMADZU BIOTECH).

Espectrometria de masas
Esta técnica pretende analizar la secuencia de aminoacidos de las proteinas

vaporizandolas mediante alto vacio y asi ionizarlas para luego viajar por un campo magnético
y ser detectadas en relacién masa-carga '**. Se analizé la banda de 20 kDa de la fracciéon FH,
para este se hizo un gel SDS-PAGE 15% de acrilamida el cual por la sensibilidad de la técnica
se manejo de la forma mas limpia posible para no contaminar la muestra, asi también se filtré

las soluciones en una membrana de 0.2 um, luego de cortar la banda, ésta se guardd con 1
uL de agua mili Q filtrada a -80°C.

También se analiz6 mediante la técnica de protedmica de Shotgun acoplado a
espectrometria de masa. Esta técnica de secuenciacion masiva permite identificar un gran
numero de polipéptidos presentes en la muestra, rompe los polipéptidos en una coleccion de
pequefios fragmentos de péptidos que se ordenan de forma individual. Un programa de
computadora busca coincidencias en las secuencias de aminoacidos y las utiliza para colocar

los fragmentos individuales en el orden correcto para reconstruir la proteina.

La muestra que fue analizada por Protedmica de Shotgun acoplado a espectrometria
de masas se hizo por duplicado y fue preparada de la siguiente manera:

e Se diluyd una concentracion de 20 pg en un volumen de 100 pL.

e A la muestra se le agregd en el siguiente orden: 50 uL de TE (10 mM Tris/ HCI
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pH 7.6, 1 mM EDTA pH: 8), 50 uL 0.1% NaDoc (sodio desoxicolato), 50 uL de
TCA (acido tricloroaceético).

e La muestra se incubd en hielo por una hora.
e Se centrifugd a 7705x g durante 20 minutos a 4°C.

¢ Alos microtubos se le aspird el sobrenadante en vacio.

e Se resuspendio el pellet en acetona 90% a temperatura ambiente (resuspendié
al volumen inicial de la muestra, 100 pL).

e Seincubaron a -20°C.

e Se realizé una ultima centrifugacion a 7705x g durante 20 minutos a 4°C.

e Se aspir6 el sobrenadante en vacio.

e Las muestras se preservaron a -80°C.

Resultados y Discusion

Objetivo 1

Obtencién de extracto crudo de A. dowiii.

Debido a que los cnidarios no presentan una estructura especializada para la
produccion del veneno como en otros grandes grupos de animales que presentan glandulas
venenosas, se ha recurrido a trabajar con extractos de estos organismos, como en anémonas
para obtener la FraC de A. fragacea, se colectaron y colocaron juntos a los especimenes para
estresarlos y asi liberaran el exudado 68; para Eqt Il y Ill, se utilizd una mezcla de exudados
de organismos completos y de tentaculo, donde este ultimo mostrd ser la muestra mas limpia
y hemolitica ¢”; también se han aislado los cnidocitos como en 3% donde se utilizaron los
cnidae de tentaculo para extraer el contenido toxico presente en A. equina; ademas de
conocer los compuestos toxicos se han aislado los cnidocitos para entender el funcionamiento
del cnidae 36137 Emplear el extracto crudo de organismos completos permite, manejar
grandes cantidades de proteina total, aprovechar el tejido de todo el organismo (ya que,
aunque se utilice solo tentaculos, por ejemplo, se terminara sacrificando al animal) asi como
posibilita hallar otros componentes que presenten actividad litica que no estén

necesariamente siendo secretados por los cnidocitos.
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A partir de 40 g de organismos liofilizados se realizaron varios lotes de extraccion de
proteina, se obtenia un promedio de 80 mL de extracto crudo de los cuales se us6 60 mL para
analizar y purificar. La concentracion promedio que se obtenia fue 8-2 ym/mL, teniendo que
durante las primeras extracciones habia una mayor concentracion e iba disminuyendo

conforme se obtenia extracto.

En el presente trabajo se obtuvieron tres extractos que procedian a partir del mismo
lote de organismos, teniendo que durante la primera extracciéon no se presencio la actividad
hemolitica, pero si de fosfolipasa, por ello se realiz6 una segunda extraccion (EC2da) en la
cual se apreciaban ambas actividades y se realizd analisis de actividades y purificacién.
Posteriormente se trabajo con otro extracto (ECm) que es el resultado de mezclar
sobrenadantes restantes de las dos extracciones previas. De este ultimo extracto se obtuvo
un aumento de casi el doble de actividad hemolitica, en el diagrama (Figura 12) se muestra de

una manera mas grafica el proceso de extraccién que se realizd para el presente trabajo.

Durante la primera extraccion se realizé solo un ciclo de congelado y descongelado a -
20°C a lo cual se le adjudica la falta de actividad hemolitica, en este paso de obtencion del
extracto se pretende lisar la mayor cantidad de cnidocitos en el tejido del organismo y liberar
el contenido toxico asi que, omitiendo este paso es posible que sea la razén de porque se
aprecia una nula actividad hemolitica. Sin embargo, se ha empleado de forma muy general en
la obtencion de extractos en anémonas 67135, Cabe mencionar que utilizar estos ciclos de
congelado y descongelado para la obtencion de extractos dependera de que tan labil sea la
proteina de interés, por ejemplo, se sabe que para purificar proteinas recombinantes en E. coli

pudiera no ser la mejor opcion 138 por la enorme posibilidad de darfiar las proteinas.
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Actividad Primer Actividad Segundo Actividad Extracto
extracto extracto mezclado
Hemolisis (EC2da) (Ecm)
Fosfolipasa [ Si _ Hemdlisis 49.58% Hemdlisis _ 83%
Fosfolipasa Si Fosfolipasa Si

Figura 12. Extractos crudos de A. dowii con sus respectivas actividades. Estas pertenecen al mismo lote de
extraccion.

Objetivo 2, 3

Identificar actividad mediante bioensayos, purificar el polipéptido con actividad citolitica

presente en el extracto de A. dowiii.

Precipitacion con sulfato de amonio

Como antecedentes para la purificacion de citolisinas en anémonas usando este método, se
tiene a la citolisina Bandaporina de Anthopleura asiatica, la cual fue la primera citolisina del género
Anthopleura en ser purificada y caracterizada, mostrando un porcentaje de identidad del 75% con
Eqt Il y V de A. equina (140).Y en otro trabajo mas reciente se obtuvo la secuencia parcial de una
actinoporina identificada en la anémona A. dowii que tiene 32% de identidad con Bandaporina de la
anémona A. asiatica '3°, siguiendo el mismo protocolo se realizo la precipitacion con sulfato de
amonio para el extracto de A. dowii donde para este trabajo se agrega un porcentaje de saturacion

extra, llevando a 90% de saturacién el extracto y no 80% como lo ya reportado.

Esta técnica permite dar una idea de la naturaleza de las citolisinas de interés dado que
separa los compuestos de acuerdo a su hidrosolubilidad, esto de acuerdo a la carga
superficial que presente las proteinas, ademas de que no desnaturaliza las proteinas y asi

conservan su actividad, esto ultimo en contraste con la precipitacion usando solventes como
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acetona.

A partir de la precipitacidon se obtuvieron seis fracciones para ambos extractos, en
contraste con el extracto de A. asiatica al cual solo se le hicieron dos saturaciones con sulfato
de amonio (50 y 80%) '3 las fracciones de A. dowii se analizaron mediante los bioensayos y

geles en condiciones desnaturalizantes SDS-PAGE.

Se obtuvo al sobrenadante como la muestra mas limpia para el EC2da (Figura 13A). En
una electroforesis con gel desnaturalizante se observo una banda bastante marcada con peso
molecular alrededor de 15 kDa, que pudiera indicarnos la presencia de fosfolipasas
secretorias; en las fracciones de 50%, 60% y 90% de saturacion se puede apreciar bandas de
proteina mejor definidos en alrededor de 20 kDa que, de acuerdo a los antecedentes podrian
ser actinoporinas. Para el ECm mostré un sobrenadante mas saturado en pesos moleculares
de 15-30 kDa, y en el resto de las fracciones del precipitado se aprecian bandas en alrededor

de 20 kDa mucho mas definidas, sobre todo en la fraccién 50% y 60% (figura 13B).

El extracto de A. dowii mostré una complejidad de proteinas que los extractos de otras
anémonas no han mostrado hasta ahora, la fraccidon hemolitica precipitada en A. asiatica fue
con 80% de saturacion con sulfato de amonio '*° mientras que con A. dowii precipité con 60%
de saturacion, estos coincidiendo con el exudado de R. macrodactylus que, para separar sus
componentes la fraccion hemolitica también precipitd con 80% de saturacion con acetona
70140 o] perfil electroforético muestra apenas tres poblaciones en el exudado de R.
macrodactylus y posteriormente de las cromatografias de afinidad se observa una sola banda
en los pesos moleculares de 20 kDa. En cuanto al extracto de A. dowii al ser del organismo
completo, trae consigo en su mayoria una gran cantidad de material celular como lipidos,
carbohidratos, material genético y proteinas de la maquinaria general que no son solo del
cnidocito sino principalmente de células musculares, por ello no se trabajaron técnicas de
cromatografia de filtracion en gel o de afinidad como primer paso de purificacion para este

extracto a diferencia de la mayoria de reportes que se tiene sobre citolisinas de anémonas.

Ensayo de actividad hemolitica
Para identificar la actividad litica presente en las fracciones se usaron eritrocitos de

humano de un individuo sano. El ensayo pretende medir espectrofotométricamente la

liberacion de hemoglobina debido a la accion de las citolisinas sobre los eritrocitos, lo cual se
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detecta mejor a 415 nm.

Cumpliendo con el segundo objetivo se analizaron las fracciones resultantes de la
purificacion mediante los bioensayos, donde se obtuvo que a partir del EC2da, el EC tiene la
mayor actividad hemolitica seguida de las fracciones del 60%, 50% y 40% en donde estas dos
ultimas exhiben casi el mismo porcentaje de hemdlisis (Figura 14A) el resto de las fracciones

tienen practicamente nula actividad.

En cuanto al ECm las fracciones EC, 50% y 60% se obtuvo un aumento del doble en la
actividad hemolitica (figura 14B) aunque se vio reducida la actividad del 40%, el resto de las

fracciones se mantuvo con actividad reducida o nula.

A L tNquszDu i B L (NH,);50, |
T J

kDa M EC2da 40% 50% 60% BO% 90% Sob kDa M ECm 40% 50% 60% B0% 90% Sob
250
130
100
70

55

15

Hemolisis | 496 | 24 | 28 | 37 3 |05 |27 iHeméIisis 83 | 14 | 64 | 835 1 2 i

% %

Figura 13. SDS-PAGE de las fracciones de precipitacion, asi como su respectivo porcentaje de hemolisis. A) fracciones

resultantes a partir del segundo extracto crudo (Ec2da), B) fracciones del extracto mezclado (ECm), para ambos extractos se
observa las fracciones del 60% y 50% son las mas hemoliticas. M- marcador de peso molecular esta dado en kDa y el gel se

tiné con azul de Coomassie R-250. Tanto en los geles como en los ensayos se utilizé 15 pg de proteina.

El rendimiento de los extractos EC2da y ECm (Tabla 6) indica que la fraccién del 60%
es la mas hemolitica para ambos casos coincidiendo con lo ya reportado sobre esta especie
130 teniendo un rendimiento de 74.6% y 100% respectivamente.

Se ha trabajado técnicas de hemolisis como un bioensayo basico para la purificacion de

citolisinas de anémonas, esto para identificar la actividad litica de las proteinas presentes en
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el extracto del veneno de estos organismos. De acuerdo a '*° donde se probaron distintas
concentraciones de extracto crudo de A. dowii, se determiné que la cantidad total de proteina
que induce el 50% de hemodlisis (HUso) sobre eritrocitos humanos es 15 pg, en una
concentracion total de 0.1% de suspension de eritrocitos. En los articulos acerca de citolisinas
de anémonas, una vez puras se reporta que el HUso de las actinoporinas presentan unidades
de nanogramos, por ejemplo St | y Il presentan un HUso de 30-45 ng/mL ©°, mientras que el
HUso de A. asiatica y HMIII de H. magnifica son de 8.8 ng/mL y 0.33 ng/mL respectivamente
139141 esto en eritrocitos humanos, mientras que en A. dowii presenta unidades de
microgramo debido a la complejidad de la fraccion, por lo que no se descarta que con la
fraccion hemolitica de A. dowii presentando un grado de pureza mayor pueda presentar un
HUso en iguales unidades de los que ya estan reportados.

Por lo anterior y para cumplir con los objetivos de purificar y obtener la secuencia de
aminoacidos de esta citolisina se decidio realizar un paso de cromatografia de intercambio

anionico sobre la fraccidén del 60% ya que mostro la mayor actividad litica sobre las fracciones.

Tabla 6 Rendimiento de extractos crudos y sus fracciones durante el primer paso de purificaciéon con
precipitacion con sulfato de amonio. El porcentaje en la columna de muestra se refiere al porcentaje de
saturacion al que precipitaron.

*Se representa con una diagonal marcada en negrita las fracciones que tuvieron mas actividad de
lipasa.

Muestra  Concentracion de Cantidad total de Actividad Rendimiento Actividad lipasa
proteina (mg/mL) proteina (mg/ mL) hemolitica (%) (%) (halo de
actividad) *

EC2da 5 354 49.6 100 /
40% 5.8 26 24 48 -
50% 5.2 20.8 28 56 -
60% 5.2 18.2 37 74.6 -
80% 5.2 26 3 6 -
90% 3.7 14.8 0.5 1 -
Sob 0.2 10 2.7 5 /

Muestra Concentracion de Cantidad total de Actividad Rendimiento Actividad lipasa

proteina (mg/mL) proteina (mg/ mL) hemolitica (%) (%) (halo de actividad)
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ECm 4.4 242 83 100 /

40% 2.9 21.7 14 17 /
50% 2.5 8.7 64 77 -
60% 2.8 18.7 83.5 100 -
80% 2.6 9 1 1 -
90% 2.9 11.6 - - -
Sob 2.9 29 - - -

Ensayo de actividad fosfolipasa
Para evaluar la actividad de fosfolipasa A2 presente en el extracto de A. dowii se

realizo el bioensayo en placas Petri con agarosa y como substrato se utiliz6 yema de huevo,
teniendo en cuenta que es un ensayo cualitativo donde se pretendia observar la actividad de
fosfolipasa mediante halos de actividad presente en las fracciones a evaluar, cabe mencionar
que no es la primera vez que se usa esta técnica para identificar fosfolipasas A2 en el Phylum

Cnidaria 42,

De los dos lotes de extraccién ambas fracciones parecian tener actividad, sin embargo,
se debe destacar que para el segundo extracto (EC2da) la mayor actividad de lipasa se
encuentra en el sobrenadante, seguido del 40% y el EC (Figura 14A), contrario en cuanto al
extracto mezclado (ECm) donde se tiene una mayor actividad en la fraccion del 40%, EC, y en

el sobrenadante se tiene poca actividad (Figura 14B).

Para el estudio de venenos de animales los de mayor interés son las fosfolipasas A2
secretorias, en este trabajo al utilizar el extracto crudo de todo el organismo se tiene
fosfolipasas que no solo podrian estar presentes en el veneno, sino también fosfolipasas de la
maquinaria celular de todo el organismo, esto es de igual importancia debido a que actuan
sobre la membrana plasmatica. Las fosfolipasas tipo A2 identificadas a partir de anémonas,
presentan puntos isoeléctricos entre 9-10, y presentan un mejor rendimiento de actividad en

pH alrededor de 7 % por lo que pudiera coincidir con las fosfolipasa presentes en A. dowii.
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Figura 14. Actividad fosfolipasa. A) Ensayo realizado con las fracciones del segundo extracto. B) en las fracciones del
extracto mezclado se observa un patron de actividad distinto comparado al del extracto anterior en donde se observa que el
40% y extracto crudo tienen mayor actividad. Todas las cajas tienen una concentraciéon de proteina de 15 ug y se tiene como

control negativo el amortiguador de fosfatos de sodio 50 mM pH 7.5, mismo que tienen las muestras. El porcentaje
representa la concentracion de sulfato de amonio a la que precipitaron.

La precipitacion con sulfato de amonio tiene como fundamento el precipitar las
proteinas de acuerdo a su hidrosolubilidad, lo anterior en conjunto con los resultados del
ensayo de actividad fosfolipasa sugieren que el extracto de A. dowii presenta una gran
abundancia de fosfolipasas, debido a que en todas las fracciones se hallan halos de actividad
ya sea en mayor o menor intensidad, ademas cabe mencionar que en estos halos (Figura
14B, fraccién 80%) se puede apreciar un halo superpuesto de menos intensidad que se sabe
son producidas por fosfolipasas de otro tipo (C o D). El las fracciones del segundo extracto, se
observa una clara diferenciacién de actividades en las fracciones de la precipitacion
comparandolas con el sobrenadante que, indica la mayor actividad de lipasa, al igual se
observa en las fracciones del extracto mezclado que presentaron halos de actividad, pero
donde se invierten las actividades del 40% y sobrenadante la cual tiene muy poca actividad
comparandola con el EC y el 40%.

Se propone que las fosfolipasas de interés tuvieron una mayor presencia en las
primeras extracciones debido a que al ser secretorias estan presentes de forma extracelular y
no se necesita mucho extraerlas al contrario de las intracelulares que se debe lisar la célula
para obtenerlas.

De acuerdo a lo anterior y en conjunto con el andlisis electroforético de cada extracto
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(Figura 13) se decidié que para la citolisina con actividad fosfolipasa, se seguira analizando el
sobrenadante del segundo extracto (EC2da) en una cromatografia de intercambio catidnico,
debido a que es una muestra mas limpia en comparacion con las otras fracciones
especialmente el sobrenadante del ECm ademas de que se aprecia una mejor actividad de
lipasa y esta sigue el patrén de halos de actividad con otros lotes de extraccidn y purificacion

de experimentos previos (datos no mostrados).

Objetivo 3, 4

Purificar y analizar estructura primaria de polipéptido con actividad citolitica presente en el

extracto de A. dowii.

Fraccién hemolitica
De acuerdo con la literatura, el punto isoeléctrico de las actinoporinas es de alrededor

de 9.2, por lo cual al estar en solucion con el amortiguador fosfatos de sodio 50 mM pH: 7.5 se
espera que las actinoporinas adquieran carga positiva y por ello se optd por usar una resina

de intercambio idnico siguiendo el protocolo de '30.

A partir de la cromatografia de la fraccion de 60% (ECm) se obtuvieron 23 fracciones
(Figura 15) las cuales se concentraron en filtros Amicon Ultra 0.5 mL de 3 NMWL, y se quité la

sal (NaCl) en el mismo filtro agregando amortiguador fosfatos de sodio 50 mM pH 7.5.
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Figura 15. Cromatograma Sefarosa DEAE de fracciéon de 60% (ECm). Las fracciones FH (F3-5) y Elu (F1-2), F8-11: 40 mm
NaCl, F12-14: 60 mM NaCl, F15-17: 80 mM NaCl, F18-19: 100 mM NacCl, F20: 150 mM NaCl, F21: 200 mM NaCl, F22-23: 300 mM
NacCl.

Se puede observar la separacién en las fracciones (Figura 16), especialmente en las
fracciones FH y Elu en las cuales se obtuvo la mayor actividad litica, se aprecian dos bandas
tenues en pesos moleculares de alrededor de 20 kDa lo cual puede indicar que hay por lo

menos una actinoporina presente en la fraccién de 60% de saturacion con sulfato de amonio.

A partir del ensayo de hemodlisis se destacan las primeras fracciones, estas no
interactuaron con la resina coincidiendo con Ramirez-Carreto, et al, 2019 '3, si bien
ambas muestras pertenecen al mismo paso de elucion estas fueron colectadas en tiempos
distintos y como muestra Figura 16 si hubo una separacion de proteinas, al evaluar
individualmente las cinco fracciones del eluyente que no interactua con la resina se observo
solo tres fracciones F3-5 (FH) que presentaban gran actividad hemolitica. Posteriormente al
juntar las fracciones de acuerdo a su molaridad de NaCl para realizar los ensayos restantes,
las fracciones F1 y 2 (Elu) mostraron un aumento de mas del 50% de hemdlisis, actividad que

en fracciones individuales no presentaron (Figura 16).

kDa M FH Elu 40 60 80 100 150 200 300

15

10

35

Hemdlisis | 90- 65 9.5 6 5 |7-29 5- 2 =
% 29 11.6

Figura 16. SDS-PAGE de las fracciones de la cromatografia Figura 15. FH- fraccion hemolitica que presenté la mayor
actividad en los eritrocitos junto con la fraccion Elu ambas pertenecen a las fracciones que no se unieron a la resina. 40 mM-
300 mM representan las fracciones F8-23 que eluyeron con NaCl. Los porcentajes que estan subrayados son los que se
obtuvieron agregando CaCl: al ensayo de hemdlisis.
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También se realiz6 una prueba con CaCl2 en eritrocitos para evaluar la posible
cinestesia que pudiera haber entre ambas citolisinas (fosfolipasa y actinoporina) y que
pudiese ser la razon de la actividad hemolitica de la fraccién Elu, teniendo como resultado un
aumento de actividad en las fracciones FH (9%), 100 mM (22%), 150 mM (6.5%), y nula
actividad en el resto de fracciones (Figura 16), en cuanto a la fraccion Elu que era de especial

interés no se pudo realizar en este ensayo por falta de muestra.

En ensayos de fosfolipasa las fracciones mostraron actividad enzimatica incluso en
ausencia de CaClz (Figura 17). Para ambos casos (con CaClz y sin CaCl2) hubo un aumento
de halo de actividad en las fracciones FH y especialmente la fraccion Elu en comparacién con
la fraccion de origen (60%), por lo que se enriquecio la actividad de fosfolipasas en estas dos
muestras, seguidas del 40, 60, 100 y 150 mM de NaCl estas en presencia del cofactor (Figura
17A), sin este ultimo se mantiene una buena actividad de fosfolipasa en 60%, FH, 40 mM pero
principalmente en Elu (Figura 17B), lo cual puede ser un aumento de fosfolipasas

independientes de calcio en la fraccion.

Figura 17. Actividad fosfolipasa de las fracciones de cromatografia DEAE en presencia A) y ausencia B) de CaCl 2. Los halos
de actividad muestran la fracciéon Elu como la mas activa, seguida de las fracciones FH y 40. El pozo A es el amortiguador
fosfatos 50 mM como control negativo, 60% es la fraccion antes de la cromatografia DEAE, 40-200 son las fracciones que

eluyeron a esa concentracion de NaCl en milimolar.

En base a los ensayos de actividad que se emplearon y la cromatografia de
intercambio anidnico, se adjudicé que la actividad hemolitica presente de la fraccion 60%
(ECm) estaria siendo provocada por la presencia de una actinoporina, esto debido a que se

enriquecid la zona de alrededor de 20 kDa, las fracciones FH y Elu tuvieron un rendimiento

50



(Tabla 7) de 108% y 78% respectivamente, posteriormente con los ensayos de actividad
lipasa se propone que pueda haber una cinestesia en las fracciones FH y Elu debido a que
presentan buena actividad fosfolipasa sin CaClz, con el ensayo de hemdlisis mas cloruro de
calcio se observo que en la FH hubo un aumento del 9% lo cual aumenté un 10% su

rendimiento.

En la mayoria de los trabajos ya reportados, se emplean estas técnicas de
cromatografia de intercambio idnico para la separacién en los extractos en anémonas, en el
presente trabajo se obtuvo muy poca cantidad de fraccion litica resultante de este paso de
purificacion, en promedio se obtenia 2.3 mg/ 0.5 mL, lo cual represent6 muy poca muestra

para ser analizada mediante otra cromatografia de afinidad.

Tabla 7 Rendimiento de fracciones de cromatografia de intercambio aniénico como segundo paso de
purificacion para la fracciéon 60% del ECm.

—-mM se refiere a la concentracion de NaCl en la que las fracciones eluyeron. Se representa con un
asterisco las fracciones que tuvieron mas actividad de lipasa y en diagonal las que presentan un halo
de actividad mas tenue.

Concentracion Cantidad total Actividad .. Actividad lipasa
. ; ve: Rendimiento
Muestra de proteina de proteina hemolitica (%) (halo de
mg/mL mg/ mL % > actividad
60% 2.8 18.7 83.5 100 /
FH 2.3 3.45 90 108 *
Elu 0.3 0.24 65 78 *
40 mM 0.72 14 9.5 11 *
60 mM 0.7 0.7 6 7 /
80 mM 0.57 0.85 5 6 /
100 mM - - 7 8 -
150 mM 0.2 0.5 5 6 /
200 mM 0.22 0.44 2 2 -
300 mM - - - -

A partir de los resultados de las fracciones hemoliticas se analizé la fraccion FH
mediante la técnica de espectrometria de masas y para ello se realizé6 un gel SDS-PAGE

(Figura 18B) donde se cortd banda en alrededor de los pesos moleculares de 20 kDa, se tifio
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con GelCode Blue Safe Protein Stain, este colorante es libre de solventes como metanol y
acido acético los cuales interfieren con la técnica de espectrometria de masas; para Elu se
analiz6 mediante la técnica de Shotgun donde se precipitdé 20 uyg de muestra con TCA y se

congelo a -80°C para ser analizadas (Figura 18A).

A B
kDa FH Elu

15

10

3.5

Figura 18. Fracciones hemoliticas que se analizaron mediante espectrometria de masas y Shotgun acoplado a masas, A) Gel
SDS-PAGE teiiido con azul Coomassie R-250, B) Gel SDS-PAGE teiiido con GelCode Blue Safe Protein Stain, para este ultimo
solo los dos carriles de en medio se analizaron.

De las secuencias obtenidas mediante espectrometria de masas se identificd solo un
péptido de siete aminoacidos (Figura 19) con una probabilidad de identidad del 86% con una
actinoporina de la anémona Haloclava producta (UniProtKB A0OA2Z2E5W1_9CNID), a este
péptido se decidié nombrarlo como Ad-FH1, no se identificaron mas debido a que los pesos
relativos y generales de las actinoporinas son de 20 kDa, aunque también las hay de otros
pesos moleculares 7143 o las mismas limitantes de la técnica de espectrometria no lo
permitieron; para la fraccidn que se analizé mediante la técnica de Shotgun acoplado a masas
no se obtuvo secuencias, esto podria deberse a cuestiones técnicas del manejo de la muestra
0 que las proteinas no pudieron ser ionizadas adecuadamente y por lo cual no se obtuvo
lectura de la muestra '3*. Los resultados del presente trabajo coinciden con lo ya reportado
sobre A. dowii en cuanto a la poca variabilidad (debido a que no se han identificado isoformas)
esto en comparacion con A. equina la cual se sabe tiene la mayor familia multigénica de
actinoporinas conocidas hasta el momento 4 o de la anémona S. helianthus que es otra
especie con variabilidad en sus actinoporinas '%%; y la poca cantidad de actinoporinas (debido

a la baja cobertura que se obtuvo) ya sea por el estado metabdlico en el que se encontraban
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cuando fueron recolectados ya que se ha visto que en estados de estrés cambia
considerablemente el contenido proteico del veneno 3° o porque esta especie no necesita

producir tantas actinoporinas.

La
o

Figura 19. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de Bandaporina (DELTA-actitoxin-Aas1a) de A. asiatica y fragmento de
actinoporina de H. producto, estas fueron las actinoporinas con las que se alineé Ad-FH1 que es el péptido obtenido de la
fraccion que precipité a 60% de sulfato de amonio de A. dowii. Péptido seiial sombreado en color rosa, propéptido
sombreado en rojo y los aminoacidos que participan en la unién al fosfolipido sombreados en verde claro; los cuadros
muestran los péptidos que se identificaron en Ramirez-Carreto, et al, 2019 13° de A. dowii, el péptido que se identifico en este
trabajo esta sombreado en verde oscuro.

A partir del experimento de espectrometria de masas se obtuvo un total de 3783 espectros
de absorcién, si bien no se encontré6 mas de una actinoporina, se pudo identificar las siguientes
proteinas:

La proteina de adhesion a membrana 32 A. elegantissima (NCBI AAF65308.1) la cual se ha
observado juega un rol importante en la interaccion simbiotica con las algas zooxanthellae
mediando las interacciones célula-célula y que de alguna manera controla la expresion de genes
del huésped '*¢ que ayudan en la asociacion cnidaria-alga.

Heme-binding protein 2 E. pallida (NCBI XP_020913734.1) se une a las proteinas hemo y
porfirinas para evitar que estas formen agregados ya que son poco solubles en soluciones
acuosas, puede promover la permeabilidad de la membrana interna de la mitocondria que a su vez
desencadena apoptosis y muerte celular por necrosis 47148 esto debido al estrés oxidativo y altas
concentraciones de calcio.

Inhibidores de serin proteasa tipo Kunitz, entre ellos APEKTx1 A. elegantissima, Delta-
actitoxina-Axm1f y Axmila A. xanthogrammica (UniProtKB/Swiss-Prot: P86862.1,POC5G1.1 y
P01530.1 respectivamente), Delta-actitoxin-Axm1h, Axm1f y Avd1g de A. xanthogrammica y A.
viridis  (UniProtKB/Swiss-Prot: P01530.1, POC5G1.1 y B1NWT5.1 respectivamente), estos

inhibidores tienen un gran impacto en los venenos de animales y en las anémonas, en arafias y
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escorpiones se ha reportado actividad bifuncional, esto quiere decir que ademas de su actividad
como inhibidor de endoproteasa también actua sobre canales de potasio (Axm1fy Axm1a) o canales
de sodio (Axm1h, Axm1f y Avd1e) dependientes de voltaje '**-'%2 uno de los posibles roles bioldgico
de estas moléculas puede ser paralizar a su presa y proteger al organismo de proteasas externas ya
sea de presas o depredadores %3,

Metaloproteasas dependientes de Zinc E. pallida (NCBI geneBank KXJ13069.1 vy
XP_028512430.1) y una proteina predicha E. diaphana (NCBI XP_020893266.1) asi como
metaloproteasas dependientes de zinc con regiones trombospondin 1, 5-like, 6, y 9 E. palliday 10
E. diaphana (NCBI XP_020910696.1-DECOY, XP_028517020.1-DECQOY, KXJ26203.1,
KXJ20042.1-DECOY y XP_028514068.1 respectivamente) , estas pertenecen a la familia Asticina,
que juegan importantes roles donde ademas de su actividad de degradar polipéptidos actuan en la
activacion de factores de crecimiento y procesamiento de proteinas extracelulares 34155 y en
venenos de animales puede actuar como un acelerador de distribucion del veneno en el tejido de
la presa, estas pueden inducir hemorragia y necrosis por la degradacién de la matriz extracelular y
la prevencion en formacion de coagulos, si bien durante el proceso de obtencion del extracto crudo
se afiadid un coctel de inhibidor de proteasas que incluye agentes quelantes y estas proteinas no
deberian actuar en el ensayo de hemolisis, es importante mencionarlas ya que pueden estar
presentes en el veneno inyectado por A. dowii.

Se identificd una toxina AvTX-60A, estas proteinas tienen una regién de gran homologia con
las Membrane Atack Complex Perforin Family (MACPF por sus siglas en ingles), las MACPF son
mejor estudiadas en el sistema inmune, estas son proteinas que forman poros de alrededor de 20
nm causando lisis y muerte celular . La AvTX-60A presenta una fuerte accion hemolitica, esto
se debe a la region MACPF 157,

Por ultimo, las toxinas de la familia CaTX/CrTX estan mejor caracterizadas por los miembros
de la clase Cubozoa (C. fleckeri, C. rastoni y C. alata) son o-PFT pero, a diferencia de las
actinoporinas las primeras tienen al menos tres residuos cisteina %815, Se identificaron tres de
estas citolisinas, toxina CfTX- 2, CaTX- Ay CrTX- A de A. pallida (NCBI GeneBank KXJ26098.1,
KXJ13296.1 y KXJ09512.1), se sabe que causan dolor, inflamacién y necrosis durante el
envenenamiento ademas que tienen una buena actividad hemolitica, por lo que no se descarta
que estén actuando en la actividad hemolitica del presente trabajo, lo cual podria explicar el por

qué hay un aumento de actividad en los extractos crudos.
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La fraccion hemolitica identificada presenta un gran potencial debido a su habilidad de lisar
eritrocitos humanos, y representa un gran modelo para el disefio de modelos biotecnolégicos, asi
como el estudio de interacciones lipido-proteina.

Para la fraccion Elu la cual se analiz6 mediante la técnica de Shotgun y era la de mayor
interés por presentar un aumento de actividad fosfolipasa sin cloruro de calcio, asi como un
aumento del 10% de rendimiento de hemolisis en presencia de este cofactor no se obtuvo
secuencia alguna, esto pudiera deberse a errores en el manejo de la muestra ya que se debe
mantener en absoluta esterilidad y/o que haya acarreado algun componente que le impida a la
técnica poder analizarlo, o que no haya podido ser analizada por falta de proteina ya que se
requiere de una cierta cantidad de la proteina para poder ser ionizada, o bien, que no se haya

logrado leer por la poca abundancia de la proteina de interés en la muestra total.

Fosfolipasa
De acuerdo a la literatura se espera que las fosfolipasas A2 secretorias presenten un

punto isoeléctrico de alrededor de 9 o hasta 10, por lo cual al estar en soluciéon con
amortiguador fosfatos de sodio 50 mM pH: 7.5 se espera que adquieran carga positiva, por lo
tanto, se eligid una columna de carga negativa pensando que habria una separacion de los
componentes que integran la fraccion del sobrenadante, especialmente con los de alto peso

molecular (Figura 13A).

A partir de la cromatografia se obtuvieron 11 fracciones (Figura 20) en la cual se
aprecia un pico prominente no resuelto que comprende las primeras fracciones las cuales son
aquellas que no se unieron a la resina y es donde se encontré la mayor actividad de cada
fraccidén, aunque también hay que tener en cuenta que se puso un exceso de sobrenadante

sobre la resina.
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Figura 20. Cromatografia de intercambio catidnico para el sobrenadante (EC2da). Se pudo observar que, por el exceso de

muestra, el pico mas prominente no se resolvié como se esperaba, F2-3: no interactud con la resina, F5: 40 mM NaCl, F6: 60
mM NaCl, F7: 80 mM NaCl, F8: 100 mM NacCl, F9: 150 mM NaCl, F10: 200 mM NaCl, F11: 300 mM NacCl, F12: 500 mM NaCl.

Se analizé mediante electroforesis y se observé que las fracciones F2-4 (las cuales se
juntaron en un pool para ser analizadas en actividad (Figura 21A)) presentaron una banda de
14-15 kDa mas marcada ademas de que la cromatografia resolvié las proteinas de 10 kDa vy,
en las fracciones restantes se observd que hubo poca o nula resolucidon de la muestra,
también cabe mencionar que de las fracciones F9-F12 no se mostrd gel SDS-PAGE debido a
que no se logro apreciar bandas, esto pudo haber sido porque no habia proteina suficiente
para ser visible luego de tefir el gel; en un ensayo de actividad previo se mostré las fracciones
2-4 como las mas activas por lo cual se decidio juntar estas fracciones en un pool (F2-4)
(figura 21B), una de las posibles razones de que estas fracciones muestren toda la actividad
de lipasa pudo deberse al hecho de que se puso un exceso de muestra y por ello no se haya
resuelto en la cromatografia, aunque otra posible razén es que las proteinas presentes en el
sobrenadante tengan en su mayoria carga negativa que les impidiera interactuar con la resina.
También se ha visto que las fosfolipasas pueden holigomerizarse impidiendo asi que
interactien con la resina ', lo cual explicaria las dos poblaciones de alto y bajo peso
molecular presentes en el sobrenadante. Es importante mencionar que a pesar de que en la
cromatografia y el gel desnaturalizante no se aprecia una separacion de los componentes
proteicos, si hubo un aumento significativo de actividad en las fracciones F2-4 comparando

con la fraccion de origen (sobrenadante) Figura 21B.
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Figura 21. Gel desnaturalizante y ensayo de fosfolipasa de fracciones a partir de la cromatografia catiénica del sobrenadante
de EC2da. A) Gel SDS-PAGE de las fracciones que se obtuvieron de la cromatografia cationica. B) ensayo de actividad
fosfolipasa con las fracciones resultantes de la cromatografia. Se tiene el amortiguador fosfato de sodio 50 mM como control
negativo, el Sob es la muestra antes de pasar por la cromatografia catidnica.

A partir de esta fraccion de pool se analizé la secuencia mediante la técnica de
degradacion EDMAN (Figura 22) en la cual se obtuvo una pequefia secuencia de 15 aa
GDDRM—SKANYITGN—E. Este organismo presenta una gran variedad de fosfolipasa,
teniendo marcadas diferencias en proteoma del moco del organismo y el transcriptoma del
tentaculo 8161 También se analizé mediante espectrometria de masas (Figura 23) cortando la

banda marcada de peso alrededor de 15 Kda.
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Figura 22. Muestra analizada mediante degradacion EDMAN. A) y B) gel desnaturalizante a 15% de acrilamida, pool de
fracciones 2-4 en donde A) se tifié con Azul de Coomassie R-250, B) tefiido luego de la transferencia a C) membrana PDVF,
luego de la transferencia, tefiido con rojo de Ponceau.
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Figura 23. Fracciones analizadas mediante espectrometria de masas, FH- fraccion hemolitica del precipitado a 60% de sulfato
de amonio del ECm luego de la cromatografia anionica, pool F2-4 fraccion del sobrenadante de EC2da luego de la
cromatografia catiénica.

De los 3783 espectros de absorbancia que arrojo la técnica de espectrometria de masas, dio
como resultado similitud a 7 fosfolipasas, entre ellas la acetilhidrolasa de factor activador plaquetario
2 citoplasmatico, 58/88 kDa PLA2 independiente de calcio, PLA2 acida natratoxina, PLA2 citosdélica,
PLA2 basica S11-61, fosfolipasa C hidrolizante de N-acil-fosfatidiletanolamina A. pallida (NCBI
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XP_028512548.1, XP_0208989113.1-DECQY, XP_020902707.1, KXJ14048.1(+1), KXJ26406.1(+1)
y KXJ11817.1-DECOY respectivamente).

Estas proteinas son de gran interés de estudio en A. dowii y en el estudio general de
fosfolipasas en anémonas ya que se tienen muy pocas reportadas para este Phylum. Las
acetilhidrolasa de factor activador plaquetario 2 citoplasmatico E. pallida son enzimas que
forman parte de las células del sistema inmune y son las encargadas de hidrolizar fosfolipido
autacoide que es un potente mensajero lipidico que participa en una variedad de procesos
fisiolégicos principalmente inflamatorios y, al ser desacetilado pierde su actividad, las PAF-HA
(por sus siglas en ingles Platelet-Activating Factor-Acetyl Hydrolase) son independientes de
calcio y tiene pesos de alrededor de 40 kDa, a diferencia de las PAF-HA tipo | estas no
presentan péptido sefal por lo que se mantienen dentro de la célula, ademas de su funcion
como antiinflamatorios también juegan un papel importante en la proteccién de estrés oxidativo
en el cual los fosfolipidos oxidados estan involucrados en procesos patolégicos dafiinos como la

desorganizacién de la estructura de la membrana y accidén proinflamatoria parecida al PAF
162,163

La PLA2 basica S11-61 (Figura 24) es una isoforma de los inhibidores de activacion
plaquetaria superbin de la serpiente Austrelaps superbus, esta isoforma presenta un 87% de
similitud en secuencia con la superbin “a” y presenta la mayor actividad antiplaquetaria %4, a
pesar de lo anterior estas proteinas no necesitan su actividad enzimatica para actuar como
anticoagulante; la estructura primaria de estas proteinas exhiben caracteristicas del Grupo | de

PLAZs donde se agrupan mayormente PLA2 de venenos de serpientes.
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Figura 24. Alineacion de secuencias de aminoacidos de la PLA2 S11-61 isoforma de la superbin “a” de la serpiente
Austrelaps superbus, PLA2 pseudexina A de Pseudechis porphyriacus la cual tiene gran homologia con las fosfolipasas
basicas de venenos de serpientes 155, PLA2 S11-61 de Exaiptasia pallida. De color rosa claro esta marcado el péptido sefal,
de rojo el propéptido, asi como de fucsia los aminoacidos de unién a calcio y de rojo los aa que participan en la catalisis, por
ultimo, el cuadro azul seiala el péptido obtenido de espectrometria de masas a partir del pool F2-4 en A. dowii nombrada A2-
Ad1.
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La PLA2 acida natratoxina (Figura 25) es una neurotoxina que se identifico en el veneno de
la especie de serpiente Naja atra que actua como inhibidor de canales de potasio, alterando la
cinética de activacion del canal, por lo que puede denominarse como un modificador de
activacion esto por la union en el sitio S4 del canal que es un dominio de deteccidn de voltaje.
Esta actividad como neurotoxina es independiente de la actividad enzimatica y se ha propuesto
que su actividad como inhibidor es debido a la interaccién del dominio C-terminal de la sPLA2
con el canal de potasio, los residuos que participan son Lys, Arg, Asp, Leu/lle y residuos
aromaticos en donde se observa que son las interacciones electrostaticas las que orientan la

unidn de la toxina con el canal 96,
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Figura 25. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de las PLA2 acida natratoxina de la serpiente Naja atra la cual fue la
primera en ser identificada y caracterizada, mientras que las de Actinia tenebrosa y Exaiptasia pallida fueron identificadas en
sus respectivos genomas mas no se han identificado en cuanto a actividad experimentalmente. Los aminoacidos
sombreados de rojo son aquellos que unen calcio mientras que los que participan en la catalisis son los sombreados en
rojo, el cuadro azul muestra aquella secuencia que se identificé en A. dowii a la cual se nombré como A2-Ad2.

Se identificaron varias supuestas toxinas, como U-metritoxin-Msn2a de M. senile que actua
bloqueando canales de potasio y tiene 4 enlaces disulfuro %7, U-actitoxin-Ate1c de A. tenebrosa,
U-actitoxin-Avd8d de E. pallida, estas se identificaron en los genomas de dichas especies, si
bien tienen similitud en las secuencia con otras toxinas ya conocidas, su actividad no ha sido
probada.

De los datos obtenidos en el presente trabajo se observoé que esta especie de anémona
tiene gran variabilidad de fosfolipasas tipo A2 y es importante remarcar las secuencias que
presentaron homologia con las fosfolipasas basica S11-61 cuya secuencia de siete aminoacidos
la cual fue nombrada como A2-Ad1 (Figura 24) y la secuencia de quince aminoacidos con
similitud a la natratoxina que fue nombrada como A2-Ad2 (Figura 25) demuestran la importancia
de seguir analizando el veneno de esta especie ya que no se tiene mucho conocimiento sobre
estas enzimas en la clase Anthozoa ademas de que no se tienen reportes de fosfolipasas tipo
A2 comparables a las de venenos de serpientes en anémonas, las fosfolipasas reportadas a

pesar de no tener actividad hemolitica si presentan actividad neurotdxica e inflamatoria, por lo
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que en cuanto a esta enzima se debera seguir investigando su abundancia, variabilidad y
actividades en esta especie de anémona.

Los resultados para la citolisina formadora de poro en conjunto con los datos obtenidos del
proteoma y transcriptoma (127) de A. dowii sugieren que no tiene una gran abundancia o
variabilidad de actinoporinas. No obstante en el presente trabajo se identific6 a mas de una
proteina con capacidad de crear poros en la membrana plasmatica que han demostrado una
gran capacidad litica en otras especies del Phylum, como lo son las AvTX-60A y CaTX/CrTX, asi
como fosfolipasas A2 de gran impacto en el estudio de venenos de animales tales como la
parecida a la natratoxina, la PLA2 basica S11/61 y la PAF-HA las cuales deberan ser buscadas
por igual en el transcriptoma de esta especia para tener mas certeza y también la oportunidad de

obtener el gen codificador para futuros estudios.
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Conclusiones

De acuerdo a los datos obtenidos de los ensayos de actividad en conjunto con los datos de

analisis de secuenciacion de aminoacidos se demostré que hay dos tipos de citolisinas presentes en

el extracto de A. dowii representando a ambos tipos de citolisinas de interés, formadora de poro y

fosfolipasa.

Perspectivas

Si bien los resultados de este trabajo no dieron como resultado una secuencia de

aminoacidos completa de las citolisinas de interés, se propone mejorar el proceso de purificacion de

este extracto para ser caracterizadas bioquimica y biologicamente.

Al observar que hubo una nula o aumento de actividad en los extractos cuando la unica
variante fueron el numero de ciclos de congelado y descongelado, se propone que es
fundamental realizar los tres ciclos de congelado y descongelado cuando se emplea la
extraccion del organismo completo en A. dowii.

Mejorar proceso de purificacion para tener las secuencias de aminoacidos completa o bien
buscar estas citolisinas en el transcriptoma que ya se tiene de esta especie.

Emplear ensayos de actividad mas precisos una vez purificada la proteina de interés para
caracterizar mejor su actividad enzimatica o litica y asi tener parametros mas puntuales para
comparar con las ya reportadas.

Hacer el gen codificador de la citolisina para ser expresada heterologamente.

Expresar, purificar y caracterizar estas citolisinas para caracterizar bioquimica y
biolégicamente.

Evaluar las posibles funciones que en el presente trabajo propone, como son, modelos para
el desarrollo de inmunotoxinas, dispersor de farmacos, biosensor de membrana, modelo para

el estudio de interacciones lipido-proteinas, etc.
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