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Resumen

En este trabajo se ha estudiado bioquimicamente el veneno de Phymactis papillosa, colectadas en la bahia
de Ancon. El veneno fue obtenido mediante shock hipoténico y luego se liofilizé. El andlisis electroforético
del veneno soluble mostré la presencia de 5 bandas proteicas con pesos moleculares entre 5y 25.1 kDa.

El veneno soluble fue fraccionado por cromatografia de filtracion en una columna de Sephadex G-50, obtenié-
ndose cuatro picos de proteina (I, Il, lll y IV). Tanto en el veneno soluble como en las fracciones colectadas
se midié actividad de proteasa, fosfolipasa, hialuronidasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina; asi como,
actividad hemolitica y neurotéxica. Se encontré actividad proteolitica sobre caseina, en el veneno soluble y
en los picos | y lll. No se detectd actividad de fosfolipasa, hialuronidasa, fosfatasa acida y fosfatasa alcalina.
La actividad hemolitica, ensayada sobre eritrocitos humanos, se encontré en el veneno soluble y en el pico Il
Finalmente, tanto el veneno soluble como el pico Il mostraron ser neurotédxicos al ser inyectados en ratones
albinos via intraperitoneal. Se concluye que el veneno soluble de P. papillosa tiene actividad proteolitica,
hemolitica y neurotéxica.

Palabras clave: veneno; anémona de mar; toxinas; neurotoxinas.
Abstract

In this work, the poison of Phymactis papillosa collected in Ancén bay has been studied biochemically. The
venom was obtained by hypotonic shock and then lyophilized. Electrophoretic analysis of the soluble poison
showed the presence of 5 protein bands with molecular weights between 5 and 25.1 kDa. The soluble venom
was fractionated by filtration chromatography on a Sephadex G-50 column, yielding four protein peaks (I, I,
Il and 1V). In the soluble venom and collected fractions was measured protease activity, phospholipase, hyal-
uronidase, acid phosphatase and alkaline phosphatase; as well as hemolytic and neurotoxic activity. Proteolytic
activity on casein was found in the soluble venom and peaks | and Ill. Was not detected phospholipase activity,
hyaluronidase, acid phosphatase and alkaline phosphatase. Hemolytic activity on human red cells tested, was
found in the soluble venom and peak Il. Finally, the soluble venom as the peak Ill showed be neurotoxic when
injected into white mice intraperitoneally. It is concluded that the soluble venom of P. papillosa has proteolytic,
hemolytic and neurotoxic activity.

Keywords: poison; sea anemone; toxins; neurotoxins.
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Introduccion restos insolubles fueron separados por
El estudio bioquimico de los venenos de anémonas de mar TP M durante 20 m inutos.
ha mostrado que contienen, principalmente, componentes pro- Cuantificacién de proteinas.- Para estim ar la can tid
teicos que funcionan como enzimas, hemolisinas, neurotoxinas proteina en el veneno
o inhibidores de proteasa (Frazao et al. 2012). Entre las enzimas rante la separacién crom atogrdfica, se m i
de estos venenos, se han encontrado enzimas proteoliticas y |y , u ltravioleta a 280 nm (Warburg& Chr

lipoliticas. Asi por ejemplo, en el veneno de Anthothoe chilensis
se han reportado fracciones proteicas con actividad proteolitica Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato

y actividad de fosfolipasa (Retuerto et al. 2007, Landucci et de sodio (PAGFj'SD §)-E 1 perfl ¢ l? ctroforé t.i co d e
al. 2012), y del veneno de Aiptasia pallida se h a puriﬁcgﬁ)cilbb)y?e]mﬁ’lbmse determ)lnoen condlflone
caracterizado una fosfolipasa (Grotteensdﬁllesta&ul-f:ers%f)ngelr,mle)g%.do de Schigger &

utilizando com o proteinas estdandares urt

En relacién a las hem olisinas, laﬂéunﬁli%sgl"oaﬁnirbaié(ﬂl 69750(1, en440 , 1060 0, 81 60

m inan actinoporinas, éstas se caragqﬁecraigéﬁn(y%)orlﬁg)r.m ar poros de

aproxim adam ente 1 nm de radio en las m em branas celulares, o
lo cual provoca que la célula pierd aPaerlacdoentFrrc{_nl ipearilacg peivpidpaid proceolici
de luidos con el am biente y m ueréif(dransi§5ﬂcectlﬁp.6250C0r9)r.n@rtaongréﬁcas colecta

parte del interés en estudiar estas© q.gttreoilﬁoarsc;s&:§ h ¢ dibeiognes denaturan
noporinas que form en poros espe ek medh Pe ld 12% %) em branas

de células cancerosas y puedan d estSepaticiensdellds proicirfad dél verteho porrbntdtografia

Otro de los com ponentes caraccededilirpegne Lyo s 16 M Proemcostgse d el veneno £
aném onas de m ar lo constituyenPla5 GrOy ¢ 18 Fitnf 4% 4§ ufiktracjon m olecula.
péptidos que afectan el funcionan iéAfoldd e sh 210% Mnsi@ols 2 una colu
de sodio y de potasio de las m em blraly Xs50-019Mak s bk rpdp oy bufler acera
y células m usculares, y cuyo bloqﬂyo7dyaﬁauel} dfiviend § 3 B dilfsoSe colectaro
central (Jouiaei et al. 2015). Estos ﬁné{jtYdeons,Cﬁgfi suunési)eekiﬁcéila absorban ci:
dad, pueden ser utilizados en estudios de estructura y funcién
de canales ié6nicos.

soluble y en las f

En el Pert solam en dathethoevckilensésnhoa d e

sido estudiado parcialm ente (Retuert >t
al. 2012, Quiroz 2005), y no se tiene i1 i
tiggciones de venenos en otras especie .. p
trabajo se inform a de las capmusristica ‘
papillosa (L esson, 1830 ). |

Material y métodos

Anémonas de mar.-Sie te e je m pPhmactispapiltosa
(Lesson, 1 8Bavindsr(Hausserm ann 200 4)
lectaron en la orilla rocosa de la playa
Lim a, Perd. Los ejem plares colectado
frascos de vidrio con agua de m ar y tra
al laboratorio.

Ratones albinos.-Se u tilizaro n e jMummpcdlusres d e
de 20 a 22 g de peso, que fueron co
de Medicina Tropical de la UniversidaiJ
San Marcos, el m ism o dia de los ensay
ratones se pro ced i6@uindamaneppydutdado o n 1la
de animales de laboratorio: ratén,d el In stituto Nacion al
lud de Lim a (Fuentes et al. 200 38);y la
anim ales dom ésticos y a los anim ales
cautiverio” (Ley 27 265).

Extraccion del veneno.- E 1 veneno se obtuvo
hipoténico, para lo cRpapillfsacegeamo polazcee
en un beaker con 30 m L de agua destil
(Fig. 1). Luego el m aterial fue filtrado Y —— : ¢
posteriorm ente centrifugado a 1 2 (Figua t Extacciprodel vamena de fPhymastis papillosa var.
sobrenadante fue liofilizad o . rubra-viridis por shock hipotonico. Siete ejemplares de P. papi-

llosa fueron colocados en 30 mL de agua destilada durante 1

Preparacién del veneno.-E | ven en o lio filiza d pord. &stemangdiofosnsotico produce la liberacion del veneno

disuelto en 1 m L de buffer acetato dblosnematodgistos. 0 .0 SMp H7 y los
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EsTUDIO BIOQUIMICO DEL VENENO DE PHYMACTIS PAPILLOSA

Actividad proteolitica sobre caseina.-L. a activid ad p Astividad hemolitica.- F ue evaluada por el m
tica en el veneno soluble y las fracdioaneesskatéesacdtaslfu@ @8 0y ddaam ezcla
sobre caseina m ezclando 5pL de camein d @ @ mtgmclitp ¢ chpuama ad m oesn 5%, 0 .88 m
buffer Tris 0.05MpHS8, y 20 pL del veMacCh & .4 5 M/mp H 70.5dye 2a0s pL del veneno
fracciones colectadas. Luego de in cfudcacia 32 s°C p berc 68 dm sin Se timsgu b 6 a 37 °C «
la hidrélisis de la caseina fue evaluadnatpibu gé he 6@ 000f or pemispeonr ged m in u to s

de poliacrilam ida con dodecil sulffuwe Heddso dai&S4( PA GE pSDBha, theed ir la hem

acucerdo almérodo de Laem m i (1 9%09(i%i'dadsobreMusmusculus.-Se inyectéden rato

Actividad proteolitica sobre fibrindgeno.-So 1o e n el v e hbeimMusmpsculus), via intraperitoneal, 100
soluble se ensayédla actividad protedonigimalswbde flmsifirgee bo.nles colectada
m ezcla de reaccién contenia 5pL d esfbtreim édgen or¥ Do so ghe levmda-6 por la apar
parado en buffer Tris 0 .05MpH7 .5ys2l0vplcidre] vomeomdsBom g/s, pardlisis del ¢
m L pH7, que fueron incubados a 37é§s%|{>aaogo.m inutos, luego

de lo cualla actividad proteolitica se eterm in 6 por PA GE -SDS.
Extraccién del veneno.-L a extraccidén de venen

A dicionalm ente se evaludel efectopd el E R;r%t%ﬁbcroe,ealﬁ‘i?teiFQIe 7 ejem pl

en su actividad proteolitica sobre 1@}3gicpeégglélqel§eop1{8iﬁqlighld>(§>‘20
pL del veneno 5m gm L pH7 con 4pL de EDTA 30 m Ma

37°Cpor 10 m inutos y luego se ensa @oﬁer&c{otﬂgpqe&cg.-d&fgl}rb telo Mefepdo de War
[Cﬁbriiésaina Desr 88 rhed grem inBpgpillosa e b w ¢ heaneo

188%de proteina. Es decir los 67 m g

Actividad de fosfatasa.-L a m ezcla de reacciqng qqpetediniag72 gde proteina.

m L de p nitro fenil fosfato 20 m M, 0.275m L de buffer acetato

de sodio 0.01 MpH48(para d e te c tar SeBagacidp delas protejnasdelvenenp percromatografia

tris 0.05MpHS8(para detectar fo sfaqeaﬁ;tﬁaci‘f’)llt'lrl‘ifgcb 96253;1Ea891'75m L delve
veneno 4 m gm L o de las fraccion 85" 8098 8adMat! 2 Sei 6Py & b0F am g/mp lo r(9ad7 1
37°Cdurante 30 m inutos y la reaccidn® ftt 8 dedrdpeifliras iong mpoflegplar de Sepl
NaOHO .2 M, para luego leer a 410 nmlaelabsri)irtbranfghaoal BB pay od e cada frace

un perfil crom atogrdfico con 4 picos pi

Actividad de hialuronidasa.-F u e d eterm inada de,acperdg 2d F igura 2.
m étodo de Di Ferrante (1956 . La m ezcla de reaccién contenia
0.1 m L de 4cido hialurénico 0.5 m /Elle(.dﬁrof r6sis gellgecpq)liacgik\mifglad:%dpdecilsulfato
acetato de sodio 0.1 MpHS5, y 20 pL egodio (PAGE: Sg.—%%PQmG%—gD%(CSChagger 8 Vo n
las fracciones colectadas. Se incub 6h?87 )C(iieulr‘ﬁq'lntgnﬁﬂﬁfﬂotdﬂudbtkﬁssd&é13 presenc
la reaccién fue detenida con 1.4 m LSh%ncfb%%f’brf’ot.fnicuarsocd)élcf%:.?islosmOIecu_[
trim etil am onio) 2.5%, para luego leZe® Pa %8 kPpb sheaid o 4o @ mim era y la dlci

intensidad, tal com o se observa en la
Actividad de fosfolipasa.-L a2 actividad de fosfolipasa se eva

luépor el m étodo de Marinectti (1 965)A_CtLVigadrﬁ’r%teL°l§,tfﬁasﬂbEeCf‘sflel%'cl‘i8naCtividad pro
contenfa 1m L de una em ulsién delgrtelfnaasﬂl%rﬁuceavsgigﬁl Beu fhecrt§ Fild tan to en
0.05SMpHS8(A 920 =0.8) y 100 uL d&B veh fhaccdgngs ¢rom atogrdficas de los
de las fracciones colectadas. Se m id944P LebREGH #de ik b bd po higis toral de

ver en la Figura 4 m ientras que alguna

sobre fibrindgeno, tal com o se desc

cada m inuto y durante 5m inutos.

A 280 nm
0.6 -

0.4

0.2

0.0

0 10 20 30 40 50 60 70
N°. de fraccion

Figura 2. Perfil cromatografico del veneno soluble de Phymactis papillosa var. rubra-viridis. Se empled una

columna de Sephadex G-50 a pH 7 obteniéndose cuatro picos de proteina (1, Il, lll y IV). Se colectaron 70

fracciones de 1mL con las cuales se ensayaron diferentes actividades.
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Figura 3. PAGE-SDS del veneno soluble de P. papillosa var. rubra-viridis segun el
método de Shagger & Von Jagow. En el primer carril se observan las bandas corres-
pondientes a los estandares proteicos utilizados, indicandose el peso molecular de cada
uno; en el segundo y tercer carril se tiene el perfil electroforético del veneno soluble
con 100 y 670 pg de veneno total, respectivamente.

Figura 4. Actividad proteolitica sobre
caseina, del veneno soluble de Phy-
mactis papillosa var. rubra-viridis. El
patron electroforético caracteristico
de la caseina (carril 1), fue modificado
drasticamente luego de ser tratada con
el veneno (carril 2).

Figura 5. Actividad proteolitica sobre
caseina de las fracciones cromatogra-
ficas. En el primer carril se muestra el
control de caseina, mientras que en el
segundo carril se observa un patrén
representativo de la hidrolisis parcial
de la caseina que se evidencioé solo por
accion de las fracciones 12, 13 o 33.

Figura 6. Actividad proteolitica del
veneno soluble de Phymactis papillosa
var. rubra-viridis sobre fibrindgeno. En
el carril del centro se tiene el control de
fibrindgeno, mientras que en el carril de
la derecha se tiene el fibrindgeno trata-
do con el veneno soluble; en el primer
carril se tiene el fibrinogeno tratado
con el veneno preincubado con EDTA.

306

Rev. peru. biol. 24(3): 303 - 310 (Octubre 2017)



EsTUDIO BIOQUIMICO DEL VENENO DE PHYMACTIS PAPILLOSA

tercer pico solo hidrolizaron parc9lyn 8 mtg dac cpase fr fan, at a(IR coodnr igu ez et al
se observa en las Figuras 5. al. 2012b). Esta am plia diferencia en
btenida, podria deberse a particular

- i . o 0
Actividad proteolitica sobre fibrinégeno.- A d icionalm epn te,

. anem ona de m ar, al,estado nutricion
se detectéque el veneno soluble ta icn tiéne actividad proteoli-

tica sobre fibrin égen o, siiczndbas:atp:{dzsr&%sCHA(ira ruotllllzado'
y B sin afectarylf badactmm ien to d el v8eparanién cramhtogrdfica de las proteinas del veneno.-

con EDTA, condujo a la pérdida dEllp ecarditivid mda porgrdicoolieirc aSe p h aPd e x G-
sobre fibrindgeno. Estos resultados gpepiffosa mdae st rdecrueant rloa [Fiigo sad@ p roteina o

.. . . . . del volum en m uerto. Esto indicaria
Actividad de fosfolipasa, hialuronidasa, fosfatasa dcida y .
obten gaaetlenen.pesosmolecularesrr

. b i
fosfatasa alcalina.- No se encontraron estas flcstlvl Sd:I%Zl
. . e ephadex G-50 puede atrapar prote
m dticas en el venRpmpdlssoluble de . .
Estos resultados coinciden en gener:

Actividad hemolitica.-L a actividad hem oléticassodbmwrencags-de aném onas de m ar «
trocitos hum anos se detectétantocom plovicainemes bodu dbiliveo,mhean m ostrac
en las fracciones colectadas corrempemnodésnate3) adDp.idos{llp Ser ejem plo, |
determ inédque 1.8 pgdel veneno spkwsbilempobdedwdemesSkWedre 10 y 20 kDa (F
hem 6lisis en 10 m inutos. En las doadn hosnges ec ndex natw ghdfic xanales de so
del pico II, los resultados m ostrardckiaJay plassenxciimad eqd @ sbféocqousean los ca
con actividad hem olitica;uno de edlore, 2pn JakDuu bFidaaz dee lep ixla ,2 012 ). Igu
y el otro en la caida del m ism o. Sepdaitem me sncdoqmu © Bh4Plgl,de nlain hibidor d
prim era hem olisina causa 96% d e hde@nichldastib: beliantAus) pre sim 6.40ls kDa (Delfin et :
que 0.4pgde la segunda hem olisin hacaquwis8e%id a hwem hikiisbidor de cistef
en 10 m inutos. Actinia equina, p esa 1 3kDa (Lenarcic et al. 1¢

el venen 4n Opli':lpbtliCd o b idmhnplerire efegankisdmap e sa 4,55

Toxicidad sobre Mus musculus.- Ta n t o 1
(75 4pgde proteina) com o las fracc1£)anggeaggleﬁlircgtlﬁl(‘lzloplg%1)6'
proteina en prom edio), m ostraron sRorrtéxsitaas caraecrténfsecaasd 24 8dp had ex
intrap eritMunmusmdlue i os sintom as qu eustdlozbadesvpaaoa separar, prelim inarm e
correspondieron a espasm os en lalpo p semsepostdreiammesmloggos dae m ar, tal
pardlisis de éstas, salivacién, con v ulbsdocn sRuseddsam caissaridni Actiniaeqieim, Anthopleura
después, la m uerte del anim al. To dumtheganmmisinAnthopleuva fusxovipidis, Brpicing ctaisicornis,
mado de 20 m inutos. Phymanthus crucifer, Bunodosoma granulifera yStichodactyla he-
lianthus (Malp ezzi et al. 1993, Min agawa et al.

. . . ) et al. 2009, Rodriguez et al. 2012a, R
Extraccién del veneno y cuantificacién de proteinas.-E x is-¢; . {4 go% lal purificacién cal de cu
¢ §, 8

e to
ten hasta cuatro form as de obteneresetlovS Neeh O, Soflrﬁnﬁlq’ntoe%ltsetorsequiere
e.s.t
2

Discusion

de las aném ona de m ar, sin que exigtan S%fiol%saqtggréhcean% ESTENL crom
cud de los m étodos es elm ejor (Fragajo ecal. 2012) . "Unacprim emd i4.d y |
form a consiste en utilizar todo elcfél%qPéopdrggi%ﬂli(nHlaLC)m ientras

que en una segunda opcidn se trabaja solo con los tentdculos

(Hu et al. 2011) porque éstos conce Elgqrg)fgreqigeq,gcléig,p@liacgi]gqqic[aic&rhd@degilcsulfato

nem atocistos. Sin em bargo, en cualdfﬁ"d'g’l(EAqusQ%)fiso(fofsefH}‘iﬁl(ilﬁ’,ssée la elec
genera m ucho m aterial contam inahcteeddseinkan £ltpdocdd Sh aggdre & Von Jag
los nem atocistos. Las otras dos fo Andpapilleae poebrae riteie ed ny edped g omdia ar que |
los nem atocistos, consiste en trata¥@nlal @ nPéeniadin @B (& nd ¥ ok Pkl (€F igura 3
eléctrica (estim ulacién eléctrica) o soehim darld © ap 06 dad fdiomh ago grafia de

hipoténicas (shock hipoténico) lo cyggl :Pqeﬁné‘liBes %L’ttLF&Forsudnonde se util

m aterial m 4 lim pio (Malpezzi et all, 198k m ona de m ar, los perfiles elec

Para este estudio, previam en te setamabuid ta, bR oehasion r@devieas con peso
neno por estim ulacién eléctrica y pot RIP S ckhmpp lvneik o a(tdr§noglectrofore
no m ostrados), y se seleccion 6 el dletheplengariigrascers § kR Fc ® TP J ¢ §huaes con peso

generé6m ayor cantidad de proteinadéenld #c¢h@f okDa (Alvarado et al. 201

N liad b dconsidera quedlas roge[ndasmayores
uestros resultados han m ostra ocuqeuri)gedaecluer ol m étodo

de Warburg& Christian, los 67 m gde veneno obtenidos de 7

cjem p laPpaplldaec o rresponden a 9.47 m Actividad proteeliticay E n este estudio la acti
es decir cada ejem plar dio 1.35m gd@lptieoacfinen eehns apyraodnt @ bore caseina y
En algunos trab ajdSuchduapi hebiahtbus Buo n PA GE -SDS. L a caseina es una proteina
nodosoma granulifera'y Phymanthus crucifer, en d on d ¢ taUnsbrpst® para determ inar actividad pre
se utilizé el shock hipoténico paraboiB téghc@rs el av @ &ncos,usk ahproteina part
encontrado que cada ejem plar ex?)ceqéénré{sep@lc‘ﬂicv}h%ns ePnf et € 2 02,53,
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Tal com o se describiéen rPpapillesad arsn a2 lhwem othiosida denom inada bandapor
hidrolizécom pletam ente a la casefjn aammbié¢dintras iquuheibeid dap dracsfin gom ielin

ciones crom atogrdficas la actividad p ot (PJltl se deftec oen los
oxicidad sobre M us musculus estros resultados
picos Iy Ill; sin em bargo, en estos casos se 0P ervoque]a SIS 4 ,
o st rado qu e fran oPdp%womH 5.4 pgp aasli de
sélo fue hidrolizada parcialm en te. stos res ltados indicarian
0,m lasfracciones cro m dtog graficas corr
que el veneno total posee alm eno dos roteasas y que.cada una
. . . Ell bgloson toxicas allnyectarse via in tra
de ellas hidroliza parcialm entealaga na, pero cuando g st
. albinos. L fosinto 480 §efvados,ante
juntas, en el veneno total, producen su com pleta hidrélisis. Solo .
m uerte defl roedor, dejad en evidencia
en el veneno de la dmbdhoe chilends dee hm ar .
o su sisgem a mervioso, y que.por lo tanto
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