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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 neurotdxica. Se encontré actividad proteolitica sobre caseina, en el veneno soluble y
en los picos | y lll. No se detecté 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 neurotdxica.
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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.
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Introduccion

El estudio bioquimico de los venenos de anémonas de mar
ha mostrado que contienen, principalmente, componentes pro-
teicos que funcionan como enzimas, hemolisinas, neurotoxinas
o inhibidores de proteasa (Frazao et al. 2012). Entre las enzimas
de estos venenos, se han encontrado enzimas proteoliticas y
lipoliticas. Asi por ejemplo, en el veneno de Anthothoe chilensis
se han reportado fracciones proteicas con actividad proteolitica
y actividad de fosfolipasa (Retuerto et al. 2007, Landucci et
al. 2012), y del veneno de Aiptasia pallida se ha purificado y
caracterizado una fosfolipasa (Grotendorst & Hessinger, 1999).

En relacién a las hemolisinas, las cuales también se deno-
minan actinoporinas, éstas se caracterizan por formar poros de
aproximadamente 1 nm de radio en las membranas celulares,
lo cual provoca que la célula pierda el control del intercambio
de fluidos con el ambiente y muera (Crnigoj et al. 2009). Gran
parte del interés en estudiar estas proteinas, es encontrar acti-
noporinas que formen poros especificamente en las membranas
de células cancerosas y puedan destruirlas (Jouiaei et al. 2015).

Otro de los componentes caracteristicos de los venenos de
anémonas de mar lo constituyen las neurotoxinas, que son
péptidos que afectan el funcionamiento de los canales i6nicos
de sodio y de potasio de las membranas celulares de neuronas
y células musculares, y cuyo bloqueo dana el sistema nervioso
central (Jouiaei et al. 2015). Estos péptidos, por su especifici-
dad, pueden ser utilizados en estudios de estructura y funcién
de canales iénicos.

En el Perti solamente el veneno de Anthothoe chilensis ha
sido estudiado parcialmente (Retuerto et al. 2007, Landucci et
al. 2012, Quiroz 2005), y no se tiene informacién sobre inves-
tigaciones de venenos en otras especies de anemonas. En este
trabajo se informa de las caracteristicas del veneno de Phymactis

papillosa (Lesson, 1830).

Material y métodos

Anémonas de mar.- Siete ejemplares de Phymactis papillosa
(Lesson, 1830) var. rubra-viridis (Haussermann 2004) se co-
lectaron en la orilla rocosa de la playa San Francisco en Ancén,
Lima, Perd. Los ejemplares colectados fueron colocados en
frascos de vidrio con agua de mar y trasladados inmediatamente
al laboratorio.

Ratones albinos.- Se utilizaron ejemplares de Mus musculus
de 20 a 22 g. de peso, que fueron comprados en el Instituto
de Medicina Tropical de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos, el mismo dia de los ensayos de toxicidad. Con los
ratones se procedié de acuerdo con la Guia de manejo y cuidado
de animales de laboratorio: ratén, del Instituto Nacional de Sa-
lud de Lima (Fuentes et al. 2008); y la “ley de proteccién a los
animales domésticos y a los animales silvestres mantenidos en
cautiverio” (Ley 27265).

Extraccién del veneno.- El veneno se obtuvo por shock
hipoténico, para lo cual 7 ejemplares de 2 papillosa se colocaron
en un beaker con 30 mL de agua destilada durante 60 minutos
(Fig. 1). Luego el material fue filtrado en papel whatman y
posteriormente centrifugado a 12000 rpm por 30 minutos. El
sobrenadante fue liofilizado.

Preparacion del veneno.- El veneno liofilizado (67 mg) fue
disuelto en 1 mL de buffer acetato de amonio 0.05M pH 7 y los

restos insolubles fueron separados por centrifugacién a 12000
rpm durante 20 minutos.

Cuantificacién de proteinas.- Para estimar la cantidad de
proteina en el veneno soluble y en las fracciones obtenidas du-
rante la separacién cromatogréfica, se midié la absorbancia de
luz ultravioleta a 280 nm (Warburg & Christian 1941).

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS).- El perfil electroforético del veneno
soluble de P papillosa se determiné en condiciones denaturan-
tes, de acuerdo al método de Schigger & von Jagow (1987),
utilizando como proteinas estdndares una mezcla de fragmentos
de mioglobina (16950, 14440, 10600, 8160 y 6210 Da) y
glucagén (3480 Da).

Para determinar la actividad proteolitica del veneno soluble y
de las fracciones cromatograficas colectadas, también se utilizé
electroforesis en condiciones denaturantes, pero segin el método

de Laemmli (1970).

Separacién de las proteinas del veneno por cromatografia
de filtracién.- Los componentes del veneno fueron separados
por cromatografia de filtracién molecular, para lo cual se aplicé
0.75 mL de veneno 67 mg/mL a una columna de Sephadex G-50
(1.1 x 56.6 cm) calibrada con buffer acetato de amonio 0.05M
pH 7 y a un flujo de 5 mL/h. Se colectaron 70 fracciones de 1
mL y en cada una se ley6 la absorbancia a 280nm.

Figura 1. Extraccion del veneno de Phymactis papillosa var.
rubra-viridis por shock hipoténico. Siete ejemplares de P. papi-
llosa fueron colocados en 30 mL de agua destilada durante 1
hora. Este cambio osmético produce la liberacion del veneno
de los nematocistos.
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Actividad proteolitica sobre caseina.- La actividad proteoli-
tica en el veneno soluble y las fracciones colectadas fue ensayada
sobre caseina mezclando 5 pL de caseina 20mg/mL preparada en
buffer Tris 0.05M pH 8, y 20 pL del veneno 4 mg/mL o de las
fracciones colectadas. Luego de incubar a 37 °C por 60 minutos,
la hidrdlisis de la caseina fue evaluada por electroforesis en gel
de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS), de
acuerdo al método de Laemmli (1970).

Actividad proteolitica sobre fibrinégeno.- Solo en el veneno
soluble se ensayd la actividad proteolitica sobre fibrindgeno. La
mezcla de reaccién contenfa 5 pL de fibrindgeno 10 mg/mL pre-
parado en buffer Tris 0.05 M pH 7.5 y 20 pL del veneno 5 mg/
mL pH 7, que fueron incubados a 37°C por 30 minutos, luego
delo cual la actividad proteolitica se determiné por PAGE-SDS.

Adicionalmente se evalu6 el efecto del EDTA sobre el veneno
en su actividad proteolitica sobre fibrinégeno. Se preincubé 20
pL del veneno 5 mg/mL pH 7 con 4 pL de EDTA 30 mM a
37°C por 10 minutos y luego se ensayd la actividad proteolitica
sobre fibrinégeno, tal como se describi6 anteriormente.

Actividad de fosfatasa.- La mezcla de reaccién contenfa 0.2
mL de p nitro fenil fosfato 20 mM, 0.275 mL de buffer acetato
de sodio 0.01M pH 4.8 (para detectar fosfatasa 4cida) o buffer
tris 0.05 M pH 8 (para detectar fosfatasa alcalina) y 25 pL del
veneno 4 mg/mL o de las fracciones colectadas. Se incubé a
37°C durante 30 minutos y la reaccién fue detenida con 1 mL de
NaOH 0.2 M, para luego leer a410 nm el p nitro fenol liberado.

Actividad de hialuronidasa.- Fue determinada de acuerdo al
método de Di Ferrante (1956). La mezcla de reaccién contenia
0.1 mL de 4cido hialurénico 0.5 mg/mL preparado en buffer
acetato de sodio 0.1 M pH 5, y 20 pL del veneno 4 mg/mL o de
las fracciones colectadas. Se incubé a 37°C durante 15 minutos y
la reaccién fue detenida con 1.4 mL de CTAB (bromuro de cetil
trimetil amonio) 2.5%, para luego leer la absorbancia a 400 nm.

Actividad de fosfolipasa.- La actividad de fosfolipasa se eva-
lué por el método de Marinetti (1965). La mezcla de reaccién
contenfa ImL de una emulsién de yema de huevo en buffer tris
0.05M pH 8 (A 920 = 0.8) y 100 uL del veneno 4 mg/mL o
de las fracciones colectadas. Se midié la absorbancia a 920 nm
cada minuto y durante 5 minutos.

A 280 nm
0.6 -

04

0.2

0.0

Actividad hemolitica.- Fue evaluada por el mérodo de
Torres-Larios et al. (2000). La mezcla de reaccién contenia 0.1
mL de eritrocitos humanos 5%, 0.88 mL de buffer tris 0.05 M
NaCl 0.15 M pH 7.5 y 20 pL del veneno 4 mg/mL o de las
fracciones colectadas. Se incub6 a 37°C durante 10 minutos y se
centrifug6 a 6000 rpm por 10 minutos. Luego el sobrenadante
fue leido a 541 nm para medir la hemoglobina liberada.

Toxicidad sobre Mus musculus.- Se inyecté en ratones
albinos (Mus musculus), via intraperitoneal, 100 pL de veneno
4 mg/mL o de las fracciones colectadas. La toxicidad sobre el
sistema nervioso se evalud por la aparicién de sintomas como
salivacion, convulsiones, parilisis del tren posterior y muerte.

Resultados

Extraccién del veneno.- La extraccién de veneno mediante
shock hipoténico, a partir de 7 ejemplares, permitié obtener 67
mg de veneno liofilizado.

Contenido proteico.- Segin el método de Warburg &
Christian, se determiné que el veneno de P papillosa contiene
18.85% de proteina. Es decir los 67 mg de veneno obtenido
contienen 9.47 mg de proteina.

Separacién de las proteinas del veneno por cromatografia
de filtracién.- Luego de pasar 0.75 mL del veneno liofilizado a
una concentracién de 67 mg/mL (9.47 mg de proteina) por la
columna de filtracién molecular de Sephadex G-50, y determinar
la absorbancia a 280nm de cada fraccién colectada, se obtuvo
un perfil cromatogrifico con 4 picos proteicos, tal como se
muestra en la Figura 2.

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS).- La PAGE-SDS (Schagger & Von Jagow
1987) del veneno soluble de P papillosa mostré la presencia de
5 bandas proteicas con pesos moleculares de 25.1, 21.6, 12.4,
7.5y 5.0 kDa, siendo la primera y la dltima banda las de mayor
intensidad, tal como se observa en la Figura 3.

Actividad proteolitica sobre caseina.- La actividad proteo-
litica sobre caseina se detectd tanto en el veneno soluble como
en las fracciones cromatograficas de los picos I y III. El veneno
soluble produjo la hidrolisis total de la caseina, tal como se puede
ver en la Figura 4; mientras que algunas fracciones del primer y
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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 fibrindgeno tratado
con el veneno preincubado con EDTA.
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tercer pico solo hidrolizaron parcialmente la caseina, tal como
se observa en las Figuras 5.

Actividad proteolitica sobre fibrinégeno.- Adicionalmente,
se detectd que el veneno soluble también tiene actividad proteoli-
tica sobre fibrindgeno, siendo capaz de hidrolizar las cadenas Aa
y Bp, sin afectar la cadena y. El tratamiento del veneno soluble
con EDTA, condujo a la pérdida de la actividad proteolitica
sobre fibrindgeno. Estos resultados se pueden ver en la Figura 6.

Actividad de fosfolipasa, hialuronidasa, fosfatasa dcida y
fosfatasa alcalina.- No se encontraron estas actividades enzi-
mdticas en el veneno soluble de P papillosa.

Actividad hemolitica.- La actividad hemolitica sobre eri-
trocitos humanos se detecté tanto en el veneno soluble como
en las fracciones colectadas correspondientes al pico II. Se
determind que 1.88 pg del veneno soluble producen 50% de
hemdlisis en 10 minutos. En las fracciones cromatograficas
del pico 1II, los resultados mostraron la presencia de dos picos
con actividad hemolitica; uno de ellos, en la subida del pico,
y el otro en la caida del mismo. Se determiné que 0.4 pg de la
primera hemolisina causa 96% de hemdlisis en 10 minutos y
que 0.4 pg de la segunda hemolisina causa 86% de hemdlisis
en 10 minutos.

Toxicidad sobre Mus musculus.- Tanto el veneno soluble
(75.4 pg de proteina) como las fracciones del pico IIT (11 pg de
proteina en promedio), mostraron ser toxicas al ser inyectadas via
intraperitoneal en Mus musculus. Los sintomas que se observaron
correspondieron a espasmos en las patas posteriores, luego la
pardlisis de éstas, salivacién, convulsiones e, inmediatamente
después, la muerte del animal. Todo esto en un tiempo aproxi-
mado de 20 minutos.

Discusién

Extraccién del veneno y cuantificacién de proteinas.- Exis-
ten hasta cuatro formas de obtener el veneno de los nematocistos
de las anémona de mar, sin que existan estudios que demuestren
cudl de los métodos es el mejor (Frazao etal. 2012). Una primera
forma consiste en utilizar todo el cuerpo del animal, mientras
que en una segunda opcidn se trabaja solo con los tentdculos
(Hu et al. 2011) porque éstos concentran la mayor cantidad de
nematocistos. Sin embargo, en cualquiera de estas dos formas, se
genera mucho material contaminante distinto al procedente de
los nematocistos. Las otras dos formas de obtener el veneno de
los nematocistos, consiste en tratar a las anémonas con corriente
eléctrica (estimulacién eléctrica) o someterlas a condiciones
hipoténicas (shock hipotdnico) lo cual permite obtener un
material mds limpio (Malpezzi et al. 1993).

Para este estudio, previamente se evalué la obtencién de ve-
neno por estimulacién eléctrica y por shock hipoténico (datos
no mostrados), y se seleccioné el de shock hipotdnico porque
generd mayor cantidad de proteina en el veneno.

Nuestros resultados han mostrado que de acuerdo al método
de Warburg & Christian, los 67 mg de veneno obtenidos de 7
ejemplares de P papillosa corresponden a 9.47 mg de proteina,
es decir cada ejemplar dio 1.35 mg de proteina en promedio.
En algunos trabajos realizados con Stichodactyla helianthus, Bu-
nodosoma granulifera'y Phymanthus crucifer, en donde también
se utilizd el shock hipotdnico para obtener el veneno, se ha
encontrado que cada ejemplar expele, respectivamente, 20,3,

39 y 89 mg de proteina (Rodriguez et al. 2012a, Rodriguez et
al. 2012b). Esta amplia diferencia en la cantidad de proteina
obtenida, podria deberse a particularidades de cada especie de
anémona de mar, al estado nutricional o al método de cuanti-
ficacién utilizado.

Separacién cromatogrifica de las proteinas del veneno.-
El perfil cromatogrifico en Sephadex G-50 del veneno de P
papillosa mostrd cuatro picos de proteina que aparecen después
del volumen muerto. Esto indicarfa que todas las proteinas
obtenidas tienen pesos moleculares menores a 30 kDa, ya que
el Sephadex G-50 puede atrapar proteinas de hasta 30 kDa.
Estos resultados coinciden en general con lo obtenido en
otros venenos de anémonas de mar en donde los principales
componentes bioactivos, han mostrado tener pesos moleculares
menores a 30 kDa. As{ por ejemplo, las hemolisinas tienen
pesos moleculares entre 10 y 20 kDa (Kem & Dunn. 1988), las
toxinas que afectan los canales de sodio pesan entre 3,5 y 6,5
kDa, y las toxinas que bloquean los canales de potasio pesan
entre 3 y 5 kDa (Frazao et al. 2012). Igualmente, otros com-
ponentes como ShPI-I, un inhibidor de proteasa tipo kunitz
de Stichodactyla helianthus, pesa 6.11 kDa (Delfin et al. 1996);
la equistatina, un inhibidor de cistein-proteasas, obtenido de
Actinia equina, pesa 13 kDa (Lenarcic etal. 1997) y APETx1,
un péptido bifuncional de Anthopleura elegantissima pesa 4,55
kDa (Peigneur et al. 2011).

Por estas caracteristicas el Sephadex G-50 es ampliamente
utilizado para separar, preliminarmente, los componentes de
los venenos de anemonas de mar, tal como se ha reportado en
los casos de Bunodosoma caissarum, Actinia equina, Anthopleura
xanthogrammica, Anthopleura fuscoviridis, Urticina crassicornis,
Phymanthus crucifer, Bunodosoma granulifera'y Stichodactyla he-
lianthus (Malpezzi et al. 1993, Minagawa et al. 2008, Razpotnik
et al. 2009, Rodriguez et al. 2012a, Rodriguez et al. 2012b).
Sin embargo, la purificacién total de cualquier componente de
estos venenos, normalmente requiere del uso adicional de otras
técnicas cromatograficas como la cromatografia de intercambio
i6nico, la cromatografia de afinidad y la cromatografia liquida
de alta presién (HPLC).

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS).- Los resultados de la electroforesis de
acuerdo al método de Shagger & Von Jagow del veneno soluble
de P papillosa, permitieron determinar que las proteinas de este
veneno pesan entre 5 y 25 kDa (Figura 3), lo cual corrobora lo
determinado por la cromatografia de filtracidn.

En aquellos estudios donde se utiliza todo el cuerpo de
la anémona de mar, los perfiles electroforéticos muestran
también, bandas proteicas con pesos moleculares elevados.
Asi por ejemplo el patrén electroforético del extracto total de
Anthopleura nigrescens tiene proteinas con pesos moleculares
de 10 a 200 kDa (Alvarado et al. 2014). En estos casos se
considera que las proteinas mayores a 30 kDa pertenecen al
cuerpo del animal.

Actividad proteolitica.- En este estudio la actividad pro-
teolitica fue ensayada sobre caseina y su hidrélisis se evalué por
PAGE-SDS. La caseina es una proteina muy utilizada como
sustrato para determinar actividad proteolitica de diversas fuentes
bioldgicas, ya que es una proteina particularmente sensible a la
accién de muchas proteasas.
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Tal como se describié en resultados, el veneno de P papillosa
hidroliz6 completamente a la caseina, mientras que en las frac-
ciones cromatogrficas la actividad proteolitica se detecté en los
picos I y I11; sin embargo, en estos casos se observé que la caseina
sélo fue hidrolizada parcialmente. Estos resultados indicarian
que el veneno total posee al menos dos proteasas y que cada una
de ellas hidroliza parcialmente a la caseina, pero cuando estdn
juntas, en el veneno total, producen su completa hidrélisis. Solo
en el veneno de la anémona de mar Anthothoe chilensis se ha
reportado actividad proteolitica, la cual fue determinada utili-
zando también caseina (Retuerto et al. 2007), no existiendo otros
reportes de proteasas en anémonas de mar. Por otro lado, Moran
etal. (2013) han identificado por espectrometria de masas, en
proteinas tripsinisadas de nematocistos de Nematostella vectensis,
dominios de metalopeptidasa similares a astacina.

Adicionalmente se ensay® la actividad proteolitica del vene-
no total sobre fibrinégeno. Como es conocido, el fibrinégeno es
una proteina plasmdtica formada por 6 cadenas polipeptidicas
(2Aa, 2BP y 2y), que participa en la etapa final de la coagula-
cién sanguinea y que muchas veces es el blanco de accién de
ciertas enzimas proteoliticas. Nuestros resultados mostraron
que el veneno de P papillosa hidrolizé completamente las
cadenas Aa y B del fibrinégeno, pero no la cadena y. Las
proteasas con accién sobre fibrinégeno también denominadas
fibrinogenasas o enzimas fibrinogenoliticas, han sido reporta-
das ampliamente en venenos de serpientes y de escorpiones
(Swenson & Markland 2005, Brazén etal. 2014), pero no en
anémonas de mar, por lo que este hallazgo constituye el primer
reporte de ese tipo. La actividad proteolitica que tienen algunos
venenos sobre el fibrinégeno, se ha asociado a la capacidad
anticoagulante que tiene ese veneno (Brazon et al. 2014). Por
otro lado en este estudio también se ha demostrado que el
EDTA, un quelante de iones metdlicos divalentes como Ca**
y Mg*, inhibe completamente la actividad fibrinogenolitica
del veneno de P papillosa, lo que indicaria que este tipo de
enzima es una metaloproteasa.

Actividad hemolitica.- Las hemolisinas son toxinas que
forman poros en la membrana celular provocando la muerte
de la célula. Aquellas que pertenecen a las anémonas de mar
se denominan actinoporinas y se caracterizan por tener pesos
moleculares alrededor de 20 kDa, ademds de tener afinidad por
membranas ricas en esfingomielina y formar poros de 2 nm de
didmetro (Frazao et al. 2012).

En este estudio se ha determinado que el veneno de 2 papillosa
tiene actividad hemolitica sobre eritrocitos humanos (1.88 pg de
proteina del veneno producen 50% de hemdlisis en 10 minutos)
y que el pico II de proteina de la cromatografia en Sephadex
G-50 contiene a su vez dos picos de actividad hemolitica, lo cual
indicarfa la existencia de dos hemolisinas en este veneno. En otros
venenos de anémonas de mar, también se ha reportado la presencia
de mds de una hemolisina. Por ejemplo en Actinia equina se han
detectado tres hemolisinas (Macek & Lebez. 1988).

La familia actiniidae, a la cual pertenece P papillosa, incluye
otras anémonas de mar con venenos que tienen actividad hemo-
litica, tal como se ha reportado en los casos de Epiactis prolifera
y Anthopleura xanthogrammica, donde la actividad hemolitica
de ambos venenos puede ser inhibida por esfingomielina (Bern-
heimer & Avigad, 1981). Otra anémona de mar de esta familia
es Anthopleura asiatica a partir de cuyo veneno se ha aislado

una hemolisina denominada bandaporina, la cual pesa 20 kDa
y también es inhibida por esfingomielina (Kohno et al. 2009).

Toxicidad sobre Mus musculus.- Nuestros resultados han
mostrado que tanto el veneno total de P papillosa (75.4 pg) asi
como las fracciones cromatogréficas correspondientes al pico 111
(11 pg) son téxicas al inyectarse via intraperitoneal en ratones
albinos. Los sintomas observados, antes de que se produzca la
muerte del roedor, dejan en evidencia una accién dafiina sobre
su sistema nervioso, y que por lo tanto el efecto es el resultado
de la accién de por lo menos una neurotoxina.

La letalidad de las neurotoxinas puede ser diferente; por
ejemplo, en la anémona de mar Bunodoma granulifera se han
detectado 2 neurotoxinas denominadas Bgll y Bg III que
producen toxicidad en ratones albinos a dosis de 0.4 y 21 pg/
kg, respectivamente (Loret et al. 1994). En la anémona de
mar Anthopleura elegantissima se han detectado 3 neurotoxinas
denominadas APE 1-1, APE 2-1 y APES5-3 que causan pardlisis
en el cangrejo Carcinus maenas a dosis de 1, 10 y 50 pg/kg,
respectivamente (Bruhn et al. 2001). Estos datos nos muestran,
ademds, que el veneno de una anémona de mar puede tener varias
neurotoxinas. En el caso del veneno estudiado en este trabajo,
quizd el efecto neurotéxico también se deba a la accién de mds
de una neurotoxina.
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