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Introduccion

Actividad biolégica del veneno de Anthothoe chilensis (Lesson, 1830)
(Actiniaria: Sagartiidae)
Biological activity of the venom from Anthothoe chilensis (Lesson,
1830)(Actiniaria: Sagartiidae)

Fernando Retuerto', Elena Arbaiza', Yojana Quiroz-Garrido', Rolando Estrada? y
José Zavala®

Resumen

El presente trabajo informa sobre caracteristicas bioquimicas, actividad hemolitica, citotoxica y
citolitica de tres fracciones del veneno de la anémona de mar Anthothoe chilensis. Los tentaculos
de 78 ejemplares de A. chilensis, provenientes de la Isla Cabinza-San Lorenzo, Lima, fueron
procesados obteniendo un filtrado, el cual se fracciond por precipitacién con tres puntos de satu-
racion con acetona fria: | (20%), Il (50%), Il (80%). El filtrado mostré una concentracion proteica
de 1,8 mg/mL. Las pruebas de deteccion de carbohidratos totales demostraron la presencia de
1,401 mg de glucosa/ml de solucién en el filtrado; mientras que la electroforesis en gel de poli-
acrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) evidencié proteinas de 14 a 94
kDa, de las cuales la mayor parte fueron glicoproteinas. Se encontré actividad hemolitica sobre
eritrocitos humanos en las fracciones | y Il. La fraccion 11l tuvo la actividad fosfolipasica mas alta.
Las tres fracciones tuvieron una ligera actividad proteolitica sobre caseina siendo la mas activa la
fraccion I. Los efectos citotoxico y citolégico fueron evaluados aplicando el Ensayo de Toxicidad
en Embriones de Erizo de mar (SET). Las anormalidades morfolégicas fueron evaluadas a las
48 horas de desarrollo. Las anormalidades citolégicas fueron evaluadas en el estadio de gastrula
tardia. Las tres fracciones acetonicas produjeron dafios citotdxicos y citolégicos importantes en
los embriones de erizo de mar. Los efectos sobre los embriones fueron retrasar su desarrollo y
producir anomalias morfolégicas como lisis de blastulas y exogastrulacién. Los dafios citolégicos
observados fueron nuicleos heteropicnéticos, nicleos gigantes y espacios celulares anormales.
La fraccién Il fue la mas citotdxica produciendo una mortalidad de 75,52 + 5,5% en los primeros
estadios con 1,0 yg/mL. La fraccion | produjo el mayor porcentaje de anomalias en los embriones
supervivientes 64,15 + 4,2 % con 1,3 pg/mL. La fraccion Ill fue la menos téxica.

Palabras claves: Anthothoe chilensis, Nematocistos, Anémona de mar, Toxinas, citotoxicidad, erizo
de mar, Tetrapigus niger.

Abstract

This paper reports on biochemical characteristics, hemolytic activity, cytolytic and citotdxic of three
fractions venom from the sea anemone Anthothoe chilensis. The arms of 78 individuals of A. chilen-
sis, from the Isle Cabinza-San Lorenzo, Lima, were treated to obtain a filtrate (Ft), which is divided
by precipitation with three points of saturation with cold acetone: | (20%), 1l (50%), 11l (80%). The
Ft showed 1,8 mg/mL of protein concentration. Test of total carbohydrate detection showed the
presence of 1,401 mg of glucose/ml of solution in Ft. SDS-PAGE showed proteins between 14 to
94 kDa, almost were glycoproteins. Hemolytic activity was assayed on human erythrocytes showing
positive result the fractions Il and I. The fraction |1l was highest phospholipasic activity. Evaluating
the proteolytic activity on casein was observed that the fraction | has the highest activity. Cytotoxic
and cytological effects were evaluated in sea urchin embryos Tetrapigus niger. The morphologic
abnormalities were evaluated at 48 hours of developing. Cytological abnormalities were observed
at late gastrule stage. All acetonic fractions caused abnormalities in embryonic development. Delay
of development, morphologic abnormalities like lysis at the blastula and exogastrulation, cytological
abnormalities like heteropycnosis, giant nuclei and cellular spaces were observed. The fraction Il
was more cytotoxic, producing a 75,52 + 5,5% mortality on early stages with 1,0 yg/mL. The frac-
tion | had the highest anomalies quantity on survivor embryos, 64,15 + 4,2% with 1,3 ug /mL. The
fraction Il was less toxic.

Keywords: Anthothoe chilensis, nematocysts, sea anemone, toxin, citotoxicity, sea urchin, Tetra-
pigus niger.

Los primeros trabajos con sustancias bioldgicamente activas
provenientes de actiniarios se iniciaron a comienzos del siglo
XX, con Charles Richet y Paul Portier. En el veneno de los
actiniarios han sido encontradas diferentes propiedades, como
por ejemplo la presencia de fosfolipasas con actividad hemolitica
y polipéptidos sinérgicos en el veneno de los nematocistos de
Aiptasia pallida (Hessinger y Lenhoff, 1973 y 1976; Grotendorst
y Hessinger, 2000).

Las citolisinas y hemolisinas son comunes en anémonas de
mar. Varias toxinas con actividad hemolitica fueron aisladas
de diversas anémonas: variolisina de Pseudactinia varia (Bern-
heimer et al., 1984), parasitoxina de Parasicyonis actinostoloides
(Shiomi et al., 1985), citolisina II de Stichodactyla helianthus
(Kem, 1988), entre otras, ademds diferentes polipéptidos con
actividad hemolitica se han empezado secuenciar (Anderluh et

al., 1999).
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Estudios de las sustancias farmacolégicamente activas de
Budonosoma caissarum, han demostrado que esta especie posee
grandes cantidades de una iminopurina denominada caisarona
(Zelnik et al., 1986). Una de las actividades de la caisarona es la
produccién de una fuerte estimulacién de la actividad peristaltica
en intestino de mamiferos (Freitas y Sawaya, 1990; Cooper et al.,
1995), ademis su extracto hidroalcohélico produce alteraciones en
el desarrollo embrionario de erizo de mar (Freitas y Sawaya, 1986).
Estudios de los efectos de estos venenos sobre el desarrollo embri-
onario de erizo de mar también han permitido detectar actividades
citotéxicas, teratogénicas y antineopldsicas (Malpezzi y Freitas,
1990). Los roles biol4gicos de estas toxinas, basadas en su actividad
formadora de poros, también pueden asociarse a captura y muerte
de la presa, digestién, rechazo de depredadores y competencia
por espacio e intraespecifica (Macek 8Lebez, 1982).

Anthothoe chilensis (Lesson, 1830) es una actinia comdn en
el intermareal y submareal rocoso en la costa de Perti, Chile y
Argentina (Excoffon et al., 1997; Paredes et al.; 1999). Existen
pocos estudios sobre esta especie a pesar de ser peligrosa y toxica
ya que puede causar reacciones cutdneas que pueden llegar a ser
de cuidado en personas sensibles.

El presente trabajo informa sobre algunas caracteristicas bio-
quimicas, de la actividad hemolitica, citot6xica y citolitica de tres
fracciones del veneno de la anémona de mar Anthothoe chilensis.

Material y métodos
Material biolégico.

El material utilizado en el presente trabajo procedié de 78
individuos de Anthothoe chilensis (Lesson 1830) colectados
frente a Lima, en la Isla Cabinza-San Lorenzo (12°07°57”S-
77°12°33”W), entre 6 y 8 metros de profundidad, los individuos
fueron transportados vivos al laboratorio en agua de mar y el
mismo dia. Solamente fueron procesados los tentdculos siguiendo
la metodologia descrita por Macdek y Lebez (1982).

Preparacién de la muestra.

Los tentéculos separados junto con el fluido viscoso liberado
por las anémonas, fue filtrado en frio a través de un tamiz y
con agua destilada fria, para descartar los restos de tejidos
agregandole. El filtrado obtenido fue congelado toda la noche,
luego fue descongelado y centrifugado por 30 minutos a 1800
rpm, se recuper6 el sobrenadante (Frt) el cual se sometié a frac-
cionamiento con acetona fria para la separacién de proteinas de
bajo peso molecular.

Fraccionamiento con acetona

Al filtrado obtenido (Ft), se le adicioné un volumen adecuado
de acetona hasta alcanzar una concentracion final de 20%, luego
se centrifugd por 30 minutos a 2500 rpm, se separd el pre-
cipitado (fraccién I) y se continud el tratamiento con el nuevo
sobrenadante para obtener las fracciones de 50% (fraccién II) y
80% (fraccién III) de saturacién. Las tres fracciones obtenidas
asi como el filtrado total (Ft) se mantuvieron a -10 °C hasta su
andlisis para lo cual se resuspendieron en dcido acético 1 mM.

Determinacién de la cantidad de proteina

La cantidad de proteina presente en el filtrado y en cada frac-
cién fue determinada usando el método de Lowry et al. (1951),
usando alblimina sérica bovina como proteina estdndar.

Determinacién de carbohidratos totales

La presencia de carbohidratos en el filtrado y en las fracciones
obtenidas fue evaluada con el reactivo de fenol-dcido sulftirico
(Dubois et al., 1956). El filtrado fue diluido 1,5 veces y los pre-
cipitados acetonicos 5 veces y resuspendidos en 2 mL de 4cido
acético 1 mM, como estdndar se utiliz6 glucosa (Sigma).

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La composicién de las fracciones obtenidas fue examinada
por electroforesis en gel con gradiente de poliacrilamida PAA
12/30 en presencia de dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS) con
el sistema de buffer discontinuo de Laemmli et al. (1970). Las
proteinas fosforilasa b 94 kDa, albiimina 67 kDa, ovoalbtimina
43 kDa, anhidrasa carbénica 30 kDa, inhibidor de tripsina 20
kDa y o-lactalbtimina 14 kDa fueron usadas como estdndares
de peso molecular (Sigma).

Prueba de actividad hemolitica

Se realizé siguiendo el método descrito por Macek et al.
(1982). Para obtener eritrocitos lavados se tomé una muestra de
sangre humana usando citrato de sodio al 3,8% como anticoagu-
lante, luego de centrifugar por 15 minutos a 1700 rpm se retird
el plasma, los glébulos rojos fueron lavados y resuspendidos hasta
obtener una absorbancia de 0,500 a una longitud de onda de 540
nm, después de la hemdlisis total producida con 0,1 mL de Tritén
X-100 al 1%. La actividad hemolitica fue probada en 3,5 ml de
suspensién de eritrocitos humanos en buffer Tris-HCl 10 mM,
NaCl 150 mM, y CaCl, 1 mM pH 7,4; aplicando las proteinas
a evaluar en una concentracién de 8 pg/ml de suspension de
eritrocitos, se incubé a 37 °C y luego se midié la absorbancia a
540 nm, cada 5 minutos durante 30 minutos. La actividad espe-
cifica (A.E.) se expres6 como el porcentaje de hemdlisis/tiempo
de incubacién (minutos)/pg de proteina.

Prueba de actividad fosfolipasa.

La actividad fosfolipdsica fue evaluada por el método turbi-
dimétrico de Marinetti (1965). La proteina disuelta en NaCl
0,85% pH 7,8 se agregd a una solucién de yema de huevo al 2%
en buffer Tris-HCI 50 mM, CaCl, 10 mM pH 7,5. Luego de 10
minutos de incubacién, se midié la absorbancia a 925 nm. La
A.E. se expresa como el cambio de una miliunidad de absorban-
cia/tiempo de incubacién (minutos)/mg de proteina.

Prueba de actividad proteolitica.

La actividad proteolitica se evalué siguiendo el método de
Anson et al. (1938) utilizando caseina como substrato a una
concentracién de 1,5% (p/v) en buffer fosfato pH 8,7; 0,1 M.
La mezcla de reaccién se prepara con 0,5 ml de substrato; 0,1
ml de la muestra problema disuelta en NaCl 0,85%. Luego
de 30 minutos de incubacién a 37 °C, la reaccién se detiene
adicionando 1 mL de 4cido tricloroacético al 5%. Las proteinas
hidrolizadas precipitan y pueden separarse luego de centrifugar
a 2250 rpm durante 20 minutos. Los residuos 4cido solubles
presentes en el sobrenadante son estimados a partir de 0,5 ml de
sobrenadante que se hace reaccionar con 1 ml de NaOH 1 My
0,3 ml del reactivo de Folin-Ciocalteus (1:3) para la formacién
de un complejo coloreado que puede ser leido en el espectrofoté-
metro a 650 nm. Los resultados se expresan en microgramos de
tirosina liberada para un tiempo de incubacién de 30 minutos
por miligramo de proteina.
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Figura 1. Electroforesis en gel PAA 12/30. Estandares de peso
molecular (6) de arriba hacia abajo: fosforilasa b, albumina,
ovoalbumina, anhidrasa carbdnica, inhibidor de tripsina y o-
lactalbumina. Fraccion I: (1) 12,6 y (2) 25,2 ug; fraccion 11 (3) 16,5
y (4) 33,02 pg; fraccion Il (5) 10,5 pg. Fueron analizados en un
gel PAA 12/30. Método discontinuo de Laemmli et al. (1970).

Ensayo de toxicidad en erizo de mar (SET)

La actividad citotéxica y mutagénica fue analizada usando
huevos fecundados de erizo de mar, segtin el método descrito por
Hose (1985), el cual evalda el desarrollo de erizo de mar sobre las
72 horas, incorporando un anilisis citolégico y citogenético de
los embriones. La liberacién de gametos fue inducida inyectando
0,5 M de KCl en la cavidad perivisceral. Los huevos fueron lava-
dos dos veces con agua de mar filtrada antes de agregar 0,3 mL
de espermatozoides (1:10 en agua de mar filtrada). Los huevos
fecundados se incubaron en agua de mar control (2,9 mL de agua
de mar filtrada + 0,1 mL de NaCl 0,9%) y dos concentraciones
diferentes de proteina en un volumen final de 3,0 mL por triplicado
con agitacién constante a una temperatura de 16 °C. El porcen-
taje de embriones anormales se evalud a las 48 horas de cultivo y
se expresa como el porcentaje de embriones anormales en cada
estadio y el porcentaje de embriones anormales con respecto al
total de embriones observados. Para la observacién de efectos
citot6xico y genotdxico se tomaron alicuotas de 0,5 mL de cultivo
en el estadio de géstrula tardia y se fijaron en Carnoy (metanol:
dcido acético 3:1) las que luego fueron coloreadas con orceina
aceto-propidnica y observadas al microscopio 6ptico. Los dafos
citolégicos y citogenéticos se reportan de modo cualitativo por
la presencia del efecto en los embriones dafados que alcanzaron
a llegar al estadio de géstrula tardia.

Resultados y discusion

La remoci6n de los tentdculos de los especimenes colectados
ocasiond la produccién de una gran cantidad de liquido viscoso,
ademds de la capa mucosa que normalmente segregan, el liquido
contenfa una gran cantidad de nematocistos descargados.

La proteina contenida en el filtrado fue estimada en 1,8 mg
proteina/mL a partir del cual se prepararon diluciones a 1 mg
proteina/mL.

Tabla 1. Actividades enzimaticas presentes en el veneno
de la anémona de mar Anthothoe chilensis y sus fracciones
acetodnicas.

Acti.vitzla‘des Ft Fraccion  Fracci6n Fraccion
enzimaticas 1 11 111
Hemolitica?® 0,171 0,185 0,093 0,012
Fosfolipésica® 169,811 58,67 30,03 70,28
Proteolitica® 51,210 46,159 20,324 33,39

2 Expresado en porcentaje de hemolisis por minuto por ug de proteina.

® Expresado en cambio de 1 miliunidad de absorbancia por minuto por
mg de proteina.

¢ Expresado en pg de L-tirosina liberados por minuto por mg de proteina.

Las pruebas para deteccién de carbohidratos totales mostraron
la presencia de 1,041 mg de glucosa/mL de solucidn en filtrado,
0,26 en la fraccién 1, 0,195 para la fraccién I y 0,312, en la
fraccién II1. Para complementar la prueba se realizé una tincién
Schiff-4cido periédico (PAS) para evidenciar glicoproteinas en
geles de poliacrilamida-SDS (Fairbanks et al., 1971) resultando
que la mayor parte fueron glicoproteinas. Estos resultados coinci-
den con los hallados en Aiptasia pallida (Grotendorst y Hessinger;
1999) donde utilizando el mismo método detectaron que casi
todas las proteinas del veneno, incluido un cofactor litico de 98
kDa, eran glicoproteinas. Cabe mencionar que los valores halla-
dos pueden verse incrementados por carbohidratos no asociados
a protefnas pertenecientes al moco protector caracteristico de
€estos organismos marinos.

La electroforesis en gel de poliacrilamida, nos indicé que las
proteinas del veneno de la anémona A. chilensis se encuentran en
el rango de 94 a 14 kDa, la mayoria de bandas por encima de los
40 kDa. La fraccién III muestra una banda proteica menor que 14
kDa (Fig.1). Los péptidos y proteinas son los componentes mds
destacados de varias de las toxinas de anémonas, Béress (1982)
menciona que el rango de peso molecular de ellas varia entre 3
y 300 kDa. Se conoce que algunos polipéptidos de bajo peso
molecular (2-8 kDa) presentan actividad neurotdxica (Norton,
1991), otros polipéptidos bésicos con peso molecular entre 10
y 25 kDa son reconocidos como hemolisinas (Anderluh et al.,
1999), mientras que otras proteinas con peso molecular entre
40 y 80 kDa presentan actividad de fosfolipasa (Grotendorst y
Hessinger, 1999; Hessinger y Lenhoff, 1974).

Las actividades enzimdticas del veneno de A. chilensis son mostra-
dasen la tabla 1. La fraccién I1I mostré la mayor actividad de fosfoli-
pasa correspondiente al 41,39% de la actividad del filtrado.

Los resultados de actividad hemolitica sobre eritrocitos hu-
manos se observan en la tabla 2; estos nos indican que el filtrado
y las dos primeras fracciones aceténicas fueron fuertemente

Tabla 2. Valores de hemodlisis. Actividad especifica del filtrado
(Ft) del veneno de Anthothoe chilensis y sus fracciones
acetonicas.

Tiempo Ft Fraccién I FraccionII ~ Fraccion III
%H AE.  %H AE %H AE %H AE.

5 88,0 0550 702 0438 355 0222 6,1 0,034

10 90,8 0284 839 0262 396 0124 93 0,026
15 91,6 0,191 888 0,185 44,6 0,093 104 0,019
20 92,8 0,145 980 0,153 485 0,076 122 0,017
25 99,0 0124 100 0,125 51,1 0,064 13,5 0,015
30 100 0,104 100 0,104 552 0,056 151 0,014

Rev. peru. biol. 14(2): 277-282 (December, 2007)
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Tabla 3. Efecto del veneno de Anthothoe chilensis sobre el desarrollo embrionario de Tetrapigus niger

Concentracion (ug/mL) blastulas anormales  gastrulas anormales prismas anormales embriones anémalos mortalidad
0,5 36,87+3,2 - -Hemn 36,87+3,2 20,1543,26

Fracciéon 1
13 64,15+4,2 e oo 64,15£14,2 47,86+8,49
1,0 69,70£7,95 53,49£2,9 i 60,53£13,28 75,52+5,5

Fraccion 11
2,5 69,238,1 e o 69,39+8,1 86,08+6,95
0,5 57,4+7,25 42,92+4,46 54,38+6,4 52,14+5,1 14,21+3,88

Fraccién III
13 50,98+3,5 51,16%5,3 14,29+2,7 41,49+6,1 17,56%5,41
Control 0 16,67+2,13 3,64+0,715 2,94+1,4 6,72+1,71 12,44+1,66

los embriones no alcanzaron estos estadios de desarrollo.

*

*%

hemoliticas. La fraccién I fue la mds téxica con un ¢ (tiempo
necesario para alcanzar el 50% de hemélisis) menor de 5 minutos,
mientras que la fraccién III resultd ser la menos téxica con t
mayor a 30 minutos (Fig. 2).

Trabajos previos nos indican que las toxinas hemoliticas/ci-
toliticas encontradas en diversas especies de anémonas, tienen
un mecanismo de accién directa y no enzimdtica, a excepcién de
Aiptasia pallida (Grotendorst y Hessinger, 2000), Bunodosoma
caissarum (Malpezzi, 1995), entre otras, donde la fosfolipasa A2
ha sido encontrada.

En el veneno de Anthothoe chilensis se ha detectado la presencia de
actividades hemolitica y fosfolipdsica donde los valores de actividad
mds altos no han coincidido en una misma fraccién aceténica. Estos
resultados nos hacen suponer que, en el veneno de A. chilensis, més
de un componente seria el responsable del efecto hemolitico sobre
eritrocitos humanos. Pruebas complementarias serian necesarias para
determinar si la propiedad hemolitica observada en el veneno de A.
chilensis estarfa mediada por un mecanismo sinérgico semejante al
de A. pallida o por la presencia Ginicamente de proteinas formadoras
de poro (actinoporinas).

Las tres fracciones evaluadas mostraron una ligera actividad
proteolitica. Esta actividad estarfa involucrada en los procesos de di-
gestion de la presa, ademds también influenciarfan la rdpida pérdida
de actividad enzimdtica observada en las fracciones evaluadas.

100
90
80 | L
70 e
60
50
40
30 A
20
101 R
0 I I I I ' T 1

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo de incubacion (min)

Porcentaje de hemdlisis

—e— Filtrado —&— Fraccion | —e— Fraccion || - Fraccion Il

Figura 2. Variacion del porcentaje de hemdlisis con relacién al
tiempo de incubacion en las fracciones aceténicas del veneno
de Anthothoe chilensis.

los embriones retrasaron su desarrollo y el estadio fue observado después de las 48 horas.

En el ensayo de citotoxicidad en embriones de erizo de mar se ha
observado que las toxinas de A. chilensis producen efectos morfol6gi-
cos como bldstulas lisadas y exogastrulacién. También se observaron
dafios citoldgicos como gastrulas con menos configuraciones mitdti-
cas visibles, ntcleos heteropicnéticos (nh) y nicleos gigantes (g).

Se ha determinado el porcentaje de anomalias durante el desar-
rollo embrionario para todas las fracciones obtenidas (Tabla 3).
La determinacién de anomalias se realizé por comparacién con
los estadios normales de desarrollo observados en el control. Fue
evidente en todos los casos que las géstrulas tratadas con las toxinas
posefan menor nimero de células y menos configuraciones mit4ti-
cas cuando se comparaban con las géstrulas normales (Fig. 3F).

La fracciénIa 0,5 pg/mL produce, en los embriones de erizo
de mar, una gdstrula con un retardo de 24 horas en compara-
cién con el control. Ademds, aunque su estructura externa fue
aparentemente normal, en el andlisis citolégico estos embriones
presentaron anormalidades tales como heteropicnosis y nd-
cleos gigantes, detectados por la coloracién con orceina aceto-
propidnica. Mientras que, la misma fraccién, en concentraciones
de 1,3 pg/mL produjo que el 47,86% (+8,49) de los huevos
fecundados presenten desprendimientos celulares y detengan su
desarrollo, mientras que los embriones sobrevivientes se lisaron
en el estadio de bldstula (64,15 + 4,2%) produciéndose una alta
tasa de mortalidad en este estadio (Fig. 3A y 3B).

La fraccién II con 1,0 pg/mL produjo bldstulas y gdstrulas
anormales (60,53 + 13,28%), y con 2,5 pg/mL observamos una
alta tasa de anormalidades en el estadio de bldstula (69,39 +
8,1%), las cuales finalmente murieron (Fig. 3E).

La fraccién III con 0,5 pg/mL produjo gistrulas (42,92
+ 4,46%) con un exogastrulacién temprana (Fig. 3C y 3D)
mostrando ndcleos heteropicnéticos cuando fueron coloreados
con orceina aceto propidnica.

Los efectos observados en los embriones fecundados con
desprendimiento celulares y la lisis en el estadio de bldstula es-
tarfan relacionados a las propiedades bioquimicas encontradas
en las fracciones aceténicas evaluadas (hemolitica, fosfolipdsica
y proteolitica).

Los casos de exogastrulacién, como los observados en este
trabajo, son asociados a la interaccién de moléculas ligadas a
azlicares y sus respectivos receptores, sistema que seria importante
como mediadores de eventos de reconocimiento celular en los
embriones de erizo de mar, tal como el desarrollo del arquenterén
y la adhesién de células mesénquimales al techo del blastocele
(Khurrum et al., 2004).
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Figura 3. Actividad citotdxica del veneno de Anthothoe chilensis en embriones de erizo de mar. (A) y (B) Efecto citotdxico de
la fraccion I; (C) y (D) Efecto citotdxico de la fraccion lll: se visualiza una gastrula afectada en movimiento; (E) Efecto citotdxico
de la fraccién Il sobre una blastula viva; (F) Preparacion en monocapa de gastrula normal; (nh) nicleo heteropicnético; (g)
nucleo gigante; (BL) Blastula lisada. Las flechas indican lugar de pérdida de células en los embriones en desarrollo; A, Cy E

a 400Xy B, Dy F a 1000X.

Las fracciones acet6nicas evaluadas mostraron la presencia de
glicoproteinas, las que podrian ser las responsables de la alteracién
del proceso de gastrulacién en el desarrollo embrionario de erizo
de mar, conduciendo a una exogastrulacién.

La heteropicnosis nuclear implica dafos irreversibles en la
célula, como dafios en el ADN que en algunos casos puede
provocar que las células pierdan la afinidad por el colorante, ob-
servandose espacios celulares, que evidencian la desorganizacién
o desintegracién del embrién en desarrollo. El menor nimero
de células observadas, al comparar los embriones tratados con
las fracciones aceténicas versus el control, puede explicarse por
la inhibicién de la divisién celular en las células danadas, con la

finalidad de reparar los dafios y evitar la posibilidad de heredar el
dano a la célula hija; también causaria la demora en el desarrollo
y la mortalidad en el cultivo.

Estos efectos antimitéticos evidenciados en el veneno de A.
chilensis podria significar un potencial efecto antitumoral tal
como se ha observado en el extracto hidroalcohélico de Bu-
nodosoma caissarum que mostré efecto antitumoral en células
T47D derivadas del carcinoma de mama humano (Malpezzi et
al., 1995), luego que fuera probado su efecto antimitdtico sobre
embriones de erizo de mar (Freitas y Sawaya, 1986).
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