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GLOSARIO

Agua tetradestilada: Agua ultra pura, con grado de laboratorio que ha sido filtrada y

purificada por ésmosis inversa.
Citolitico: Que tiene el poder de disolver o destruir una célula
Citotoxico: Que tiene un efecto téxico sobre determinadas células.

Hemdalisis: Llamada también eritrocateresis, es el fendmeno de la desintegracion de

los eritrocitos (glébulos rojos o hematies).

Hidrolisis: Reaccidn quimica entre una molécula de agua y otra molécula, en la cual
la molécula de agua se divide y sus atomos pasan a formar union de otra especie

quimica.
Ictioacantotoxicosis: Envenenamiento producido por peces.

Metabolito secundario: Compuestos organicos sintetizados por el organismo que
no tienen un rol directo en el crecimiento o reproduccién de éste. La ausencia de
algun metabolito secundario no le impide la supervivencia, si bien se vera afectado

por ella, a veces gravemente.

Protedlisis: Ocurre cuando una proteina es separada en sus partes constituyentes:
los amino&cidos. Las proteinas hidrolizadas suelen provenir de fuentes animales o de

fuentes vegetales.

SDS-PAGE: Método para separar proteinas mediante electroforesis utilizando un gel
discontinuo de poliacrilamida como medio de soporte y dodecil sulfato de sodio
(SDS) para desnaturalizar las proteinas. El método se llama electroforesis en gel de

poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).

Tinciéon Gram: Tincién diferencial empleado en bacteriologia para la visualizacién
de bacterias. Se utiliza tanto para poder referirse a la morfologia celular bacteriana,
como para poder realizar una primera aproximacion a la diferenciacion bacteriana,
considerandose bacterias Gram positivas a las que se visualizan de color morado,

y bacterias Gram negativas a las que se visualizan de color rosa, rojo o grosella.

Vil
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Toxina: Sustancia toxica producida en el cuerpo de los seres vivos por la accion de

los microorganismos.

Veneno: Sustancia que, introducida en un ser vivo, es capaz de producir graves

alteraciones funcionales e incluso la muerte (RAE).

Vil



ABREVIATURAS

ADN
ADN pol
EDTA
DMSO
dNTP
kDa
MPM

PCR

SDS-PAGE

TBE
TCA
EM
EE-PBS
EE- MQ
CTF
CTC
CAT
SnTC
SnTF
SnAT
EPS TF
EPS TC
ETF
ETC

Acido desoxirribonucléico

ADN polimerasas

Acido etilendiaminotetraacético

Dimetilsulfoxido

Deoxinucleosido trifosfato

Kilo dalton

Marcador de peso molecular

Polymerase Chain Reaction/ Reaccion en Cadena de la
Polimerasa

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis/
Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sodico
Tris/Acido Borico/EDTA

Acido tricloroacético

Extracto de mucus

Extracto de epitelio en PBS

Extracto de epitelio en agua tetradestilada

Co-cultivo de temporada fria

Co-cultivo de temporada calida

Co-cultivo de ambas temporadas

Sobrenadante bacteriano de temporada célida

Sobrenadante bacteriano de temporada fria

Sobrenadante bacteriano de ambas temporadas

Productos extracelulares de temporada fria

Productos extracelulares de temporada célida

Extracto de temporada fria

Extracto de temporada calida



RESUMEN

En el océano, los organismos viven en entornos competitivos que les exigen la
produccion de moléculas activas especificas y potentes. Algunas de estas moléculas
son venenos y/o toxinas, los cuales en algunos casos han sido utilizados como
farmacos para el tratamiento de enfermedades humanas. La mayoria de los peces
venenosos tienen una potente actividad citolitica. Esta actividad probablemente es el
mecanismo detras de muchos de sus efectos cardiovasculares y neuromusculares.
Este es el caso de las rayas marinas, cuya lesion se debe a una penetracion
mecanica en el tejido de su aparato espinoso y posterior liberacién de veneno. Es por
ello que en este estudio se evaluaron los componentes del aparato espinoso de la
raya marina Hypanus dipterurus que incluyen el epitelio, mucus y bacterias
asociadas a éste, ya que se hipotetiza la presencia de sustancias con actividad
citotoxica. Para demostrar lo anterior, se realizo el aislamiento de los componentes
gue recubren la espina de H. dipterurus, para evaluar su capacidad hemolitica,
proteolitica y citotoxica en dos lineas celulares humanas, HelLa (células de cancer de
cérvix) y una linea sana de fibroblastos gingivales humanos (FsGH). Se aislaron 37
cepas bacterianas predominando en éstas las Gram negativas. No se observd
actividad proteolitica contra caseina por parte del extracto del epitelio, ni de las
bacterias. Sin embargo, se observé hidrélisis de la gelatina por parte de ambos
componentes. Los extractos de los sobrenadantes bacterianos, asi como los
productos extracelulares bacterianos mostraron citotoxicidad en las dos lineas
celulares utilizadas, el epitelio evidencié actividad citotdéxica contra la linea celular
HelLa pero no contra la linea celular FsGH, pudiendo tener cierta especificidad. La
raya H. dipterurus posee una mezcla diversa de moléculas como proteinas de
diferentes pesos moleculares y entre ellas una proteina anionica glicosilada, enzimas
y otros componentes farmacoldégicamente activos, por lo que se concluye que tanto
las bacterias asociadas al mucus como el epitelio de la espina son una fuente

potencial de moléculas con actividad citotoxica y proteolitica.

Palabras clave: Bacterias, citotoxicidad, epitelio, espina, hemolisis, Hypanus

dipterurus, mucus, protedlisis.



ABSTRACT

In ocean, organisms live in competitive environments that require production of
molecules with specific and powerful activity. Some of these molecules are poisons
and/ or toxins, in fact some used currently in human diseases treatment. Most
venomous fish have a potent cytolytic activity. It seems likely that toxicity is the
mechanism behind many cardiovascular and neuromuscular effects. This is the case
of the marine stingray whose injury is caused by mechanical spike penetration into
tissue and poison release. In this study, the components of spike from Hypanus
dipterurus were evaluated, including epithelium, mucus and associated bacteria to
identify molecules with cytotoxic activity. Isolation of membrane-like sheath that
covers components of the spike of H. dipterurus was carried out to evaluate its
hemolytic, proteolytic and cytotoxic capacity in two human cell lines. HelLa cells, a
tissue-culture cell line (derived from cervical cancer) and human gingival fibroblasts
(HGFs). We isolated 37 bacterial strains mainly Gram-negative. No proteolytic activity
against casein was observed by epithelium extract or bacteria. However, positive
gelatin hydrolysis was observed by both components. Bacterial supernatants extract
as well as extracellular bacterial products showed cytotoxic activity against both cell
lines analyzed. Epithelium showed cytotoxic activity against the HelLa cells but not
against FsGH cells. Stingray H. dipterurus possesses a diverse mixture of molecules
such as proteins of different molecular weights and among them a glycosylated
anionic protein, enzymes and other pharmacologically active components, therefore,
we concluded that both mucus bacteria associated, and spike epithelium are a
potential source of molecules with cytotoxic and proteolytic activity.

Key words

Epithelium, bacteria, cytotoxicity, hemolysis, Hypanus dipterurus, mucus, proteolysis,

spine.
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1 INTRODUCCION

Los organismos venenosos producen sustancias toxicas que utilizan en interacciones
depredatorias, defensivas y competitivas. Estos organismos llegan a poseer aparatos
anatomicos especializados para la inyeccidbn de los compuestos toxicos en el

organismo objetivo (Wright, 2012).

Se conocen representantes venenosos de varios grupos taxondmicos que son el foco
de muchos estudios ecoldgicos, toxicoldgicos y evolutivos. Sin embargo, el estudio
de los venenos de peces en estos contextos ha sido practicamente ignorado (Nelson,
2006). Una de las razones principales por las que estos vertebrados permanecen
poco estudiados, es la dificultad para obtener, almacenar y extraer muestras de

veneno (Gokulalakshmi et al., 2018).

En este campo semantico de peces venenosos estan los batoideos, entre los cuales
se encuentran las rayas espinosas. Las rayas ocupan una variedad de ecosistemas
acuaticos, desde areas costeras continentales e insulares adyacentes, hasta el

abismo profundo, asi como en rios y lagos (Last et al., 2016).

Las rayas son el subgrupo mas grande de los peces condrictios. En la actualidad
comprenden 26 familias y 633 especies nombradas. Sin embargo, existen otras 50
especies no reconocidas o no descritas por el momento (Last et al., 2016). Desde el
punto de vista taxonémico, el grupo se encuentra dividido en dos super familias:
Myliobatoidea y Dasytoidea (Parsons y Rutledge, 2015). Esta Ultima se compone por
tres familias, incluyendo Potamotrygonidae, Dasyatidae y Urolophidae. Habitando la

primera en aguas dulces y las dos ultimas en habitats marinos (Cazorla et al., 2009).

Debido a su amplia distribucion y mayor nimero de especies, la familia Dasytidae,
junto a la familia Urolophidae, son las rayas marinas que ocasionan la mayoria de los

accidentes (ictioacantotoxicosis) en humanos (Cazorla et al., 2009).



Las rayas de la familia Dasyatidae se caracterizan por presentar una aleta caudal
modificada, a manera de latigo sobre la cual se encuentra dorsalmente el aguijon.
Consta de una a tres espinas aserradas bilateralmente, las cuales tienen la
capacidad de regenerarse si se pierden. Estas espinas suelen ser esbeltas,
alargadas, con dentadura retro aserrada (desde el primer tercio inicial de la espina

hasta la punta).

Las espinas estan unidas a la cola de la raya y cuentan con ranuras ventrolaterales
profundas y bien desarrolladas, con uno a cuatro vasos sanguineos dentro de las
ranuras, cubierta por una capa de vitrodentina, teniendo después un tejido epitelial

celular, cubierto a su vez por una capa mucosa (Halstead et al., 1955).

Esta capa de mucus en la superficie de los peces marinos esta compuesta
principalmente por agua y macromoléculas formadoras de gel, como la mucina y
otras glicoproteinas (Nigam et al., 2012; Guardiola et al., 2014). El estudio del mucus
en las rayas de agua dulce ha reflejado ademéas una colonizacion simbidtica por

bacterias, en su mayoria Gram negativas (Domingos et al., 2011).

La familia Dasyatidae tiene una ventaja adaptativa para ejecutar su accion
punzadora, ya que su aguijon es mas largo y se encuentra ubicado; ademas de
dorsalmente, mas distalmente que el de sus congéneres. Dentro de esta familia, el
género Hypanus (antes Dasyatis), comprende cerca de 24 especies que se
encuentran distribuidas en las areas marinas tropicales y subtropicales (Last et al.,
2016).

En el océano, los organismos viven en entornos competitivos y agresivos que difieren
en muchos aspectos del ambiente terrestre. Se ha documentado que las rayas de rio
(Potamotrygonidae) poseen dos tipos diferentes de glandulas secretoras de
proteinas como nucleotidasas y fosfodiesterasas, diseminadas alrededor de todo el
tejido epidérmico de las espinas. Mientras que, en las rayas marinas se encuentran

localizadas solamente en las cavidades ventrolaterales de la espina, lo que pudiera
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explicar la mayor severidad de la sintomatologia de una picadura de rayas de rio con
respecto a las marinas (Cazorla et al., 2009). En cuanto a los componentes del
veneno para especies marinas se conoce muy poco. Sin embargo, ha sido sugerido
que la reaccion inflamatoria local y la necrosis en accidentes con rayas de agua
dulce, son debidas a la liberaciéon dentro de la herida de varias proteinas con
actividad enzimatica, producidas por células secretoras que recubren la espina
(Barbaro et al., 2007; Pedroso et al., 2007; Magalh&es et al., 2008; Antoniazzi et al.,
2011).

2 MARCO TEORICO
2.1 Veneno en organismos marinos

Como punto de referencia, debe ser entendido que cuando se utiliza el término
"venenoso", se esta haciendo referencia a los animales que generan veneno a través
de un tejido u 6rgano. Por ejemplo, una glandula venenosa. El veneno es inyectado a
través de la aplicacién parenteral con un aparato especializado, como nematocistos o
espinas (Halstead, 1956). Estas secreciones venenosas por lo general contienen
moléculas que interrumpen los procesos fisiologicos normales. La produccién de
estas toxinas es una estrategia importante que garantiza su supervivencia en un
ecosistema altamente competitivo, ya sea para matar a sus presas y/o para
defenderse a si mismos o a sus territorios produciendo un nimero significativo de
metabolitos. Estos metabolitos en combinacién, dan como resultado una gran
variedad de estructuras quimicas y moléculas complejas (alcaloides, esteroides,
péptidos y proteinas) con propiedades quimicas y farmacoldgicas diferentes entre
ellas (Russell, 1971).

Existen peces venenosos que pueden causar numerosas lesiones en los humanos,
con sintomas como dolor intenso, necrosis de la piel, ampollas, Ulceras, fiebre y
raramente la muerte, la cual esta probablemente asociada a infecciones bacterianas.

La mayoria de los peces venenosos tienen una potente actividad citolitica, y



probablemente esta actividad sea el mecanismo que causa los efectos

cardiovasculares y neuromusculares (Church y Hodgson, 2002).

Mas de 250 especies de peces marinos, se sabe o se sospecha que son venenosas,
éstos representan casi dos tercios de la poblacion de vertebrados venenosos. La
gran mayoria de estos peces no son migratorios, se mueven lentamente y tienden a
vivir en aguas poco profundas en habitats protegidos, como el pez escorpion, pez
cebra, pez piedra, pez sapo y rayas con espina (Maretic, 1988). Las rayas son peces
cartilaginosos (clase Condrictos y subclase Elasmobranchii) de forma aplanada,
redonda o romboidal. Pueden habitar en reservorios acuaticos fluviales (rayas de rio)
y marinos (rayas de mar). La lesion causada por las rayas se debe a una penetracion
mecanica en el tejido, debido a la introduccion de su aparato espinoso y posterior
liberacion de veneno. Esto sucede cuando el dorso de la raya es estimulado y como
respuesta a un acto reflejo la cola se contrae, trayendo como resultado la
penetracion de la espina dentro de la victima, conduciendo al desarrollo de edema
local, dolor intenso necrosis, laceracion del tejido y casos de infecciébn secundaria
debido a las bacterias embebidas en el mucus que recubre la espina (Barbaro et al.,
2007; Garrone y Haddad, 2009; Dehghani et al., 2010).

2.2 Especie objeto de estudio

Hypanus dipterurus es una raya demersal que habita principalmente aguas costeras
relativamente poco profundas, sobre fondos de arena y lodo o cerca de afloramientos
rocosos Yy lechos de algas (Feder et al., 1974; Eschmeyer et al., 1983). Se encuentra
ampliamente distribuida en el Pacifico, habitando desde el sur de California, Estados
Unidos hasta Chile, el area incluye Islas Galapagos y Hawai. Esta raya tiene una vida
de aproximadamente 28 afos, asi como una baja fecundidad que va de uno a cuatro

individuos, ademas de baja tasa de aumento en sus poblaciones (Smith et al., 2006).

Su cuerpo es en forma de disco tipo diamante con el ancho y el largo de tamafo

similar. Teniendo un maximo de 122 cm de ancho, con un dorso café oscuro a



negruzco y coloracion blanca para la parte ventral. Una fila de pequefas espinas
reposa en la linea media del disco y en la base de la cola, ademas de una hilera mas
corta a cada lado de la linea principal. La cola es s6lo un poco més larga que la
longitud total del disco, tiene un pliegue ventral y uno dorsal hacia la mitad de la cola,
los dos terminan en el mismo sitio (Navia y Mejia-Falla, 2011). Un poco antes de
estos pliegues en la parte de la cola en forma de latigo, se ubica el aparato espinoso

de H. dipterurus (Figura 1).

Figura 1. Localizacién del aparto espinoso de H. dipterurus. A- Vista dorsal. B-Aleta
caudal. C- Espina. D- Vista ventral detallada de la espina observandose la dentadura

retro aserrada.

3 ANTECEDENTES

El estudio de los componentes asociados a la espina de la raya empieza en 1970
cuando Halstead y colaboradores documentan que la espina de algunos batomorfos
esta cubierta por células secretoras de veneno. Esta fue la primera vez que se utilizé

esta palabra para describir a la naturaleza de las sustancias asociadas con la espina.



En el afio 2006, Magalhdes y colaboradores, estudian a las rayas Potamotrygon
scobina y P. orbygnyi, encontrando que el veneno de estos peces tenia la capacidad
de inducir necrosis y que ademas poseian un bajo nivel de actividad proteolitica. Asi
mismo, a partir de extractos obtenidos de rayas de este género se han detectado
muchas enzimas, tales como proteasas y hialuronidasa (Haddad et al., 2004;
Barbaro et al., 2007; Magalhdes et al., 2008). También se ha reportado que los
extractos obtenidos del tejido que cubre las espinas de P. falkneri, tiene la capacidad
para causar actividades toxicas como nocicepcion, edema, miotoxicidad, necrosis y
mortalidad (Barbaro et al., 2007). Antoniazzi y colaboradores (2011) en un estudio
realizado en ratones, llegan a la conclusion de que el veneno de P. falkneri es
responsable del desarrollo de una necrosis temprana con una reaccion inflamatoria
leve, debido a la accion directa del veneno y que el dafio local severo es

probablemente potenciado por el trauma mecanico causado por el aguijon.

En el 2015, Rajeshkumar y colaboradores, estudian a rayas de vida marina teniendo
como objetivo determinar la actividad citotoxica del epitelio de las espinas de las
rayas Dasyatis sephen y Aetobatis narinari. Los resultados de su estudio mostraron
gue los extractos del veneno de las dos especies de rayas presentaban actividad
fibrinolitica, anticoagulante y gelatinolitica, siendo méas evidente el efecto de la

coagulacion en D. sephen.

Domingos y colaboradores (2011) evaluaron la citotoxicidad del mucus de
Potamotrygon motoro, su estudio mostré6 que el mucus fue téxico para las células
epiteliales humanas. Resultados similares fueron obtenidos por Magalhdes y
colaboradores (2006) que demostraron in vivo que la necrosis local inducida por el

veneno de Potamotrygon spp. aumenta por la presencia de mucus.

Ziegman y colaboradores (2015) estudiaron rayas de agua dulce y marinas,
demostrando que especimenes del género Potamotrygon, tienen moléculas
citotoxicas asociadas a su espina capaces de hidrolizar ciertas proteinas como

caseina, gelatina y fibrinbgeno. Especies como, P. henlei, P. scobina, y P. orbygnyi



lisan caseina y gelatina, mientras que P. falkneri y la raya marina D. guttata pueden

lisar a las tres proteinas citadas.

En el afio 2015, en la India, Rajeshkumar y colaboradores, reportaron que el epitelio
de la espina de la raya D. sephen exhibié un potente efecto anti proliferativo contra la
linea celular de cancer de cérvix, la linea celular HeLa. Mientras que Fuochi y
colaboradores (2017) demostraron que el mucus aislado de la piel de D. pastinaca
fue toxico para las células de leucemia aguda (HL60) con una inhibicion de la
proliferacién de alrededor del 52% a una concentracién de 1000 yg mLt. Ademas de
no observar efectos en células sanas por lo que refieren una toxicidad especifica de

los componentes del mucus.

La infeccion secundaria generalmente se ha encontrado en pacientes lesionados
tanto por rayas marinas (Clark et al.,, 2007; Dehghani et al., 2009) como de agua
dulce (Haddad et al., 2004). En el trabajo realizado por Antoniazzi y colaboradores
(2011), al probar el extracto del tejido tegumental de la espina de P. falkneri para
determinar su capacidad de inducir cambios histopatoldgicos en la piel de ratones,
encontraron que en dos de las muestras ocurrié una infeccién bacteriana, una a las
24 h y otra a las 96 h después de la inyeccion de veneno. Esto indica que el sitio de
la lesién se convierte en un medio propicio para la proliferacion y contaminacion
bacteriana. Asi mismo, Domingos y colaboradores, (2011) Identificaron las especies
de bacterias que se encuentran en el moco de la espina de P. motoro y evaluaron su
capacidad para liberar toxinas y la lesion causada a las células epiteliales,
encontrando que la mayoria de las cepas de Aeromonas hydrophila presentes en el
moco tienen el potencial de ser patdgenas y causar una infeccidon secundaria grave,
ya gue son altamente hemoliticas y proteoliticas contra diferentes sustratos. Ademas,
se midi6 el efecto téxico de todos los sobrenadantes del cultivo de A. hydrophila, A.
sobria y Pseudomonas aeruginosa en células epiteliales humanas, en la linea celular
HEp-2 mediante el método MTT, el cual mide la viabilidad celular en términos de su
capacidad metabdlica mitocondrial. Los resultados mostraron que todos los

sobrenadantes de cultivo analizados fueron téxicos para las células epiteliales



4 JUSTIFICACION

El conocimiento sobre venenos y metabolitos secundarios, coOmo es que se
producen, las glandulas o células secretoras implicadas en su produccion, la
relevancia biologica y los patrones de evolucion respecto a otros organismos, son
muy Utiles para entender preguntas biologicas fundamentales. Por ejemplo, ¢como
es el efecto del veneno?, ¢porqué es que se produce?, ¢cual es su utilidad?. Los
venenos, toxinas, Yy metabolitos secundarios de animales, plantas vy
microorganismos, se han considerado durante mucho tiempo como un excelente
recurso. Estas sustancias han contribuido de manera esencial al descubrimiento de
nuevas moléculas biolégicamente activas que tienen diversas aplicaciones en

campos muy variados.

Sin embargo, es relativamente poca la informacion cientifica sobre venenos y/o
metabolitos de bacterias asociadas a peces. Aunque sin duda alguna, los venenos
representan una fuente potencial de compuestos biol6gicamente importantes como,
por ejemplo, proteinas, péptidos o algunas otras moléculas de naturaleza quimica
diversa. Esta falta de conocimiento se ve particularmente reflejada en las rayas
marinas (familia Dasyatidae y Urolophidae), a pesar de ser uno de los grupos de
peces marinos comunmente involucrados en casos de ictiocantotoxicosis.

Particularmente para la especie H. dipterurus la informacién es nula en este aspecto.

La informaciéon encontrada respecto a la familia Dasyatidae estd enfocada a sus
aspectos médicos. Con reportes de hasta 1500 picaduras por afio en EE. UU., sus
manifestaciones clinicas (efecto de vasoconstriccion, neurotéxico, cardiotoxico,
miotdxico, actividad insidiosa necrosante e intenso dolor). El tratamiento de las
heridas, o las caracteristicas morfolégicas de diversas especies. A pesar de la
relevante importancia de toxina de algunas rayas y el grado de importancia
farmacolégica que esta pudiera llegar a tener, su existencia y composicion

bioquimica no ha sido determinada con exactitud en H. dipterurus.



Se conoce la morfologia de las espinas de las rayas, las cuales son causantes del
trauma en el tejido de la victima. No sélo por la lesion tisular que causan, sino por la
gran cantidad de bacterias embebidas en el aparato de la espina que son inoculadas
en el momento de la lesibn, acompafiadas de bacterias que habitan en el ambiente
acuoso, aunque se desconoce con exactitud el grado de patogenia o dafo celular

que estas pueden causar.

Esto nos da una idea de lo imprescindible que es el estudio de los componentes
asociados a la espina de la raya diamante H. dipterurus ya que, basandonos en
trabajos anteriores, resulta interesante la posibilidad de encontrar compuestos que
también presenten actividad, sentando en este trabajo las primeras bases de

investigacion.

5 HIPOTESIS

Es reconocido ampliamente que en varias especies de batoideos (rayas),
principalmente de agua dulce, la espina presente en la aleta caudal contiene
diferentes compuestos en su veneno, los cuales causan dafios severos al momento
de una picadura (dafio mecanico y toxico). Con base en lo anterior, la hipétesis del
presente estudio postula que en las especies de rayas marinas también existen
sustancias con capacidad citotéxica asociadas a los componentes que recubren la
espina de la aleta caudal, para lo cual se toma como modelo de estudio a la raya
diamante H. dipterurus, especie de batoideo dominante en las aguas someras de la
Bahia de La Paz, B.C.S.

6 OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Determinar la presencia de actividad citotoxica en los componentes del aparato
espinoso de la raya marina H. dipterurus que incluyen el epitelio, mucus y bacterias

asociadas a este.



6.2 Objetivos particulares

Evaluar la capacidad hemolitica de los componentes del aparato espinoso de

la raya H. dipterurus.

Evaluar la capacidad proteolitica de los componentes del aparato espinoso de
la raya H. dipterurus.

Evaluar la toxicidad de los componentes del aparato espinoso en células

humanas.

Realizar un perfil bioquimico de los extractos del epitelio de la espina de la

raya diamante H. dipterurus.

Identificar a las bacterias asociadas al mucus que recubre el epitelio de la

espina de la raya H. dipterurus.

7 MATERIALES Y METODOS
7.1 Area de estudio y trabajo de campo

Fue tomado como area de estudio, el cuerpo de agua de la Bahia de La Paz, B.C.S.,
México. Se realizaron dos muestreos, uno en la temporada célida (mes de octubre
del 2017) y otro en la temporada fria (mes de marzo del 2018) para la realizacion de
las diferentes pruebas. Los organismos se capturaron a través de la técnica de pesca
artesanal con la ayuda de pescadores locales, utilizando para esto redes de enmalle
tipo agalleras con pafios de 100 m de longitud de monofilamento de nylon, 1.5 m de

caida y una luz de malla de 10 pulgadas de amplitud.

Las redes de pesca fueron colocadas durante la noche y retiradas en la mafiana

posterior. Una vez obtenidos los organismos, estando en la embarcacion, se retiraron
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las espinas de los peces y se enjuagaron con agua de mar estéril. Fueron
depositadas en los medios de preservacion correspondientes, los cuales fueron: PBS
1mM (Haddad et al., 2004), agua tetradestilada (Milli Q) con glicerol al 10% (Pérez
Bravo, 2018) y el medio de cultivo caldo marino.

7.2 Obtencidn de muestras

Las espinas colocadas en PBS y agua tetradestilada fueron utilizadas para la
recuperacion de mucus y epitelio de la espina. Debido a la poca cantidad de muestra
de epitelio y mucus obtenido en ambos muestreos, se realizé una mezcla de cada
uno de ellos con toda la muestra recuperada, sin diferenciar entre temporadas.
Mientras que para las muestras bacterianas se realizé distincion entre temporada fria

(mes de marzo) y calida (mes de octubre).

7.2.1 Obtencién de mucus

Con la ayuda de un bisturi estéril, se realizé un raspado del mucus (primera capa que
cubre la espina). Este mucus se suspendido en PBS 1mM a un pH de 7.4 y fue
colocado en un agitador tipo Vértex durante 30 segundos. La solucion fue
centrifugada a 13500 rpm durante 20 minutos con la finalidad de separar cualquier
célula y restos bacterianos. El sobrenadante se recuperd y se filtr6 a través de
membranas de 0.2 um. Posteriormente fue depositado en tubos estériles, los cuales
fueron conservados a -20°C para la realizacion de las diferentes pruebas. A esta
fraccion se le llamara extracto de mucus (EM) en el resto del documento. Una
fraccion del mucus fue conservada sin ningan tratamiento dado que fue utilizado
directamente en los bioensayos de actividad hemolitica y actividad caseinolitica. Lo
anterior con la finalidad de observar el efecto del mucus sin sesgar su actividad por el

solvente vehiculo en el cual se suspendio.

7.2.2 Obtencion de epitelio
Una vez retirado el mucus, el epitelio que recubre la espina de H. dipterurus se

recuperO a través de la técnica de raspado, con la ayuda de un bisturi estéril. El
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epitelio fue suspendido en PBS 1mM a un pH de 7.4. Posteriormente fue macerado
en un mortero de porcelana y colocado en un agitador Vortex durante 30 s. La
solucion fue centrifugada a 3500 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se
recupero y se filtr6 a través de membranas de acetato de celulosa con poros de 0.2
um de diametro, para obtener un extracto estéril. Este fue colocado en un tubo estéril
y fue almacenado a -20°C hasta la realizacion de las diferentes pruebas. A esta
fraccion, se le llamara en el resto del documento extracto de epitelio en PBS (EE-
PBS). El anterior procedimiento fue repetido, cambiando el solvente por agua
tetradestilada con 10% de glicerol en lugar de PBS. A este tratamiento se le llamara

en lo sucesivo extracto de epitelio en agua tetradestilada (EE-MQ).

Una fraccion del epitelio fue conservada sin ningun tratamiento dado que fue utilizado
directamente en los bioensayos de actividad hemolitica y caseinolitica. Lo anterior
con la finalidad de observar el efecto del mucus sin sesgar su actividad por el

solvente vehiculo en el cual se suspendio.

7.2.3 Aislamiento de bacterias y obtencion de sobrenadantes de cultivos
bacterianos

Las espinas inoculadas en caldo marino fueron utilizadas para identificar a las
bacterias asociadas al mucus que recubre el epitelio de la espina de la raya. Para
ello, se realizaron diluciones hasta 10° con la finalidad de poder distinguir las
diferentes morfologias bacterianas. De las diluciones se tomaron 100 uL, que fueron
depositados en placas de agar marino y sembradas en masivo. Las placas fueron
incubadas durante 24 horas a 35°C.

Una vez obtenidas las colonias bacterianas de ambas temporadas, se procedié a
determinar la pureza de las cepas, mediante la morfologia colonial y tincion Gram.
Las cepas puras fueron inoculadas en caldo marino durante 24 h a 35°C, a este

cultivo en medio liquido se le llamara de ahora en adelante cultivo bacteriano.
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Paralelamente se realizaron co-cultivos, los cuales consistieron en inocular todas las
cepas aisladas en un mismo cultivo. Se realiz6 uno con las cepas de temporada fria
al que se le llamo co-cultivo de temporada fria (CTF). Otro co-cultivo con las cepas
de temporada célida al que se le denomind, co-cultivo de temporada calida (CTC).
Finalmente, un tercer co-cultivo que contenia las cepas de ambas temporadas el cual

fue denominado co-cultivo de ambas temporadas (CAT).

Se recuperaron los sobrenadantes de cada uno de los co-cultivos, los cuales se
centrifugaron a 13500 rpm por un lapso de 20 minutos, posteriormente fueron
fitrados con membranas de poro de 0.2 um de didmetro y almacenados en
microtubos para su posterior uso. En lo sucesivo a esta fraccion de los co-cultivos
libres de células se les llamara sobrenadantes bacterianos. Realizandose uno para
cada temporada: sobrenadante bacteriano de temporada calida (SnTC),
sobrenadante bacteriano de temporada fria (SnTF) y sobrenadante bacteriano de

ambas temporadas (SnAT).

7.2.4 Obtencion de productos extracelulares
Las cepas puras de ambas temporadas fueron inoculadas cada una en solucion
salina al 2.5%. Esta suspension se sembrd en placas de agar marino, las cuales

fueron recubiertas en su superficie con papel celofan de celulosa.

Una vez sembradas las cepas se incubaron durante 24 h a 35°C. Después de la
incubacion, se hizo un raspado de la superficie del celofan para recuperar las
bacterias y sus productos extracelulares.

Todas las cepas de temporada fria y sus productos extracelulares se concentraron
en un solo tubo al cual se le agregd agua destilada estéril, en una proporcién de 0.04
g de biomasa / 1 mL de agua destilada. Lo anterior se centrifugoé a 3000 rpm por 15
min. El sobrenadante fue recuperado y se filtr6 en membranas 0.2 um de diametro. A
este sobrenadante filtrado se le llamara en adelante productos extracelulares de

temporada fria o EPS TF. El mismo procedimiento se realizé con las cepas de
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temporada célida y su sobrenadante filtrado se etiguet6 como productos

extracelulares de temporada calida o EPS TC.

7.2.5 Obtencion de extractos bacterianos
Los extractos fueron obtenidos de los sobrenadantes bacterianos de los co-cultivos
de las bacterias aisladas. Uno para temporada fria (extracto de temporada fria o

ETF) y otro para la calida (extracto de temporada calida o ETC).

Las cepas bacterianas de cada temporada fueron inoculadas en caldo marino en
tubos de ensayo de 13x1.5 cm y se incubaron a 35°C durante 24 h, colocando una
colonia bacteriana en 10 mL de medio. Estos co-cultivos bacterianos sirvieron como
inoculo para 250 mL de caldo marino en matraces Erlenmeyer de 1 L. Ambos
matraces se mantuvieron en agitacion durante cuatro dias. El contenido fue
centrifugado, el sobrenadante clarificado fue colocado en un embudo de separacion
agregando acetato de etilo en una relacion 1:1 (sobrenadante-disolvente). Fue
agitado vigorosamente durante 1 minuto y mantenido en reposo durante
aproximadamente 20 minutos para la separacion de fases, posteriormente se
recuperd la fase organica. ElI mismo procedimiento fue realizado tres veces. El
disolvente se evapord a sequedad en un rotavapor de la marca Yamato modelo BM
500 a 37°C y 120 rpm. Los extractos resultantes fueron almacenados en viales a -

20°C hasta su evaluacion.

7.3 Diseccion anatémica de H. dipterurus

Antes de iniciar con el estudio de los compuestos citotoxicos asociados a la espina
de H. dipterurus, primeramente, se realiz6 la busqueda de una glandula
macroscopica productora de compuestos citotoxicos. Esto mediante la diseccion y el

estudio anatémico de algunos especimenes de la raya H. dipterurus.
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7.4 Actividad hemolitica

Para la realizacion de esta prueba, fueron utilizadas diferentes muestras: el extracto
del mucus, extracto de epitelio (EE-PBS), sobrenadante bacteriano de ambas
temporadas (SnAT) y co-cultivo de ambas temporadas (CAT). Paralelamente, el
mucus que recubre la espina fue adicionado de manera directa en la placa de agar
sangre y el epitelio que recubre la espina también fue incorporado de manera directa
en la placa. Lo anterior fue realizado por triplicado en placas de agar sangre TSA, las
cuales fueron incubadas durante 24 h a 35°C. Como controles positivos fueron

utilizados discos impregnados con extracto estandarizado de agave.

7.5 Actividad enzimética
Para efectuar la prueba de actividad enzimatica se utilizaron dos sustratos caseina y

gelatina.

7.5.1 Protedlisis de caseina

La actividad proteolitica fue analizada utilizando caseina como sustrato tal como lo
describen Mandelbaum et al. (1990). La muestra problema fue el extracto de epitelio
(EE-PBS). Fueron utilizados tubos blancos, testigo, reaccion y control positivo. Todos

por triplicado (Fig. 2).

A todos los tubos se les agreg6 950 uL de solucion de caseina al 1% (pH 7.5;
solucion Tris 0.1 molar + caseina), y dependiendo del tratamiento se le adicioné la
diferente muestra: a los tubos blanco se les agregé 50 pL de regulador Tris, a los
testigos 50 pL de PBS 1mM, a los tubos de reaccién 50 yL de EE-PBS y a los tubos
de control positivo de hidrolisis 50 pL de tripsina.

Todos los tubos (blancos, testigo, reaccion y control) fueron incubados 1 h a 30°C,
posteriormente se afiadi6 1 mL de acido tricloroacético al 5%. Los tubos fueron
centrifugados a 3800 rpm durante 25 min, la absorbancia del sobrenadante fue
determinada a 280 nm en un espectrofotometro de UV- Visible (Evolution 201). Como

blanco fue utilizado el regulador Tris. La actividad proteolitica fue expresada en
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Unidades/mg, dividendo la absorbancia por los miligramos de proteina presentes en

la muestra y multiplicando la relacién anterior por 100:

U/mg= (Az2s0 / mg de proteina) * 100

RZ % £
%\'ﬁ:\'%\i%‘\@

IncubaréS'a 35°C
Afadir Cl,C-COOH
CentrifugarES'a 3800 rpm
Leer en UV-Visible

Figura 2. Diagrama de evaluacién para la protedlisis de caseina

Para llevar a cabo la prueba de actividad enzimética utilizando caseina como
sustrato, la cantidad de proteina disuelta en el extracto del epitelio fue cuantificada
utilizando el kit comercial “Pierce™BCA Protein Assay” (ThermoScientific). EIl método
es colorimétrico, se utiliza para cuantificar el contenido de proteina total y se basa en
la reduccion de Cu2* a Cul® realizada por las proteinas presentes en la muestra (las
cuales tienen que estar en ambiente alcalino) realizando la deteccién colorimétrica de

los iones cobre Cu* en presencia de &cido bicinconinico (BCA).

El kit fue utilizado siguiendo las instrucciones e informacion del fabricante. Para ello,
la concentracién de proteinas fue determinada en referencia a la proteina BCA. Para
ello, se prepararon una serie de diluciones de concentracion conocida (Tabla 1) y
fueron evaluadas en microplacas de 96 pozos al mismo tiempo que las muestras de
epitelio en estudio. Con base en las muestras de referencia se cuantifico la cantidad

de proteina total de la solucién EE-PBS.
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Tabla 1. Preparacion de estandares para realizar curva de calibracion para protocolo
en microplaca.

Vial Volumen del Volumen y fuente Concentracion
Diluyente* (uL) de BSA (uL) final de BSA (ug/mL)

A 0 300 de stock 200

B 125 375 de stock 1500

C 325 325 de stock 1000

D 175 175 del vial B 750

E 325 325 del vial C 500

F 325 325 del vial E 250

G 325 325 del vial F 125

H 400 100 del vial G 25

I 400 0 0= Blanco

*El diluyente utilizado fue PBS 1mM.

De cada estandar y de cada muestra a cuantificar, fueron agregados 25 uL en los
pocillos de la microplaca (rango de trabajo de 20 - 2000 ug/mL). Posteriormente,
fueron agregados 200 pL del reactivo de trabajo (RT) a cada pocillo y fue mezclado
durante 30 s. La placa fue cubierta e incubada a 37°C durante 30 min. Transcurrido
este tiempo, la placa fue retirada y enfriada a temperatura ambiente. Posteriormente,
en un lector de placa fue realizada la lectura de la absorbancia a 562 nm. Los valores

de concentracion de proteina fueron graficados con el valor del blanco restado.

7.5.2 Protedlisis de caseina (Agar leche)

Para evaluar la capacidad proteolitica fueron utilizadas placas de agar marino
suplementadas al 10% con leche en polvo descremada y deslactosada (Svelty). La
actividad proteolitica se manifiesta mediante una zona clara alrededor del area donde
fue colocada la muestra. Las muestras utilizadas para esta prueba fueron el co-
cultivo bacteriano de ambas temporadas (CAT), el sobrenadante bacteriano de

ambas temporadas (SnAT), el extracto del epitelio (EE-PBS) y el mucus de forma
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directa. El ensayo fue realizado por triplicado agregando 40 uL por cada una de estas

réplicas.

7.5.3 Protedlisis de la gelatina

La realizacion de esta prueba fue realizada en dos etapas. En primer lugar, fue
estudiado el efecto del EM, EE-PBS, CTC y CTF, utilizando gelatina como sustrato.
En un segundo experimento, fue estudiado el efecto de cada una de las cepas que
componen los co-cultivos de temporada fria y célida y los sobrenadantes de estas
cepas (de forma individual para cada cepa) utilizando también gelatina como

sustrato.

7.5.3.1 Licuefaccion de la gelatina

Para la medicion de la actividad proteolitica empleando gelatina como sustrato, fue
utilizada grenetina comercial al 2.8%. En tubos de ensayo estériles se agregaron 800
UL de grenetina estéril, ademéas a cada uno de los tubos les fueron afiadidos 200 uL
de las muestras EM, EE-PBS, CTC (ajustado a una densidad Optica de 1.0 a 585
nm), CTF (ajustado a una densidad 6ptica de 1.0 a 585 nm), SnTC y SnTF.

Posteriormente, los tubos con las muestras fueron incubados por un periodo de 3.5 h
a 35°C, incubando después en un bafio con hielo durante 10 min a 7°C
aproximadamente. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado, incluido el
control positivo el cual fue Proteinasa K y el control negativo, para el cual se utilizé
grenetina sin ningun otro aditivo. Los testigos utilizados para este ensayo fueron

grenetina mas PBS y grenetina mas caldo marino.

7.5.3.2 Licuefaccion de la gelatina: Cepas de temporada friay calida

Se realiz6 un segundo experimento con gelatina comercial al 2.8% como sustrato,
con la finalidad de medir la actividad proteolitica de cada una de las cepas aisladas
de las espinas obtenidas durante la temporada fria y calida. Asi también,

propiedades de licuefaccidon de la gelatina debido a los metabolitos secundarios de
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las cepas de ambas temporadas obtenidos a través de los sobrenadantes

bacterianos de las cepas de cada temporada.

7.6 Ensayo de citotoxicidad

Para determinar los efectos citotoxicos se utilizé el método MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). Este método se caracteriza por medir la
viabilidad de las células en términos de su capacidad metabdlica mitocondrial. El
ensayo de MTT es un ensayo colorimétrico en el que se utilizan placas de
microtitulaciéon, afladiendo la sal de MTT. EIl principio se basa en que, la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa reduce el MTT soluble y amarillo,
produciendo la formacion de cristales insolubles de formazan de color violeta
(Vicente et al., 1997).

7.6.1 Lineas celulares en estudio

Para la realizacion de los bioensayos de citotoxicidad fueron utilizadas dos lineas
celulares: fibroblastos gingivales humanos (FsGH) y linea de cancer cervicouterino
(HelLa).

7.6.2 Bioensayos de citotoxicidad

El extracto de epitelio (EE-PBS), extracto de epitelio (EE-MQ), extracto del mucus
(EM), sobrenadante bacteriano de temporada fria (SnTF), sobrenadante bacteriano
de temporada calida (SnTC), productos extracelulares de temporada fria (EPS TF),
productos extracelulares de temporada célida (EPS TC), extractos de temporada fria
(ETF) y extracto de temporada calida (ETC), fueron obtenidos de acuerdo a lo
descrito en el apartado “Obtencion de mucus, epitelio, bacterias, extractos

bacterianos y productos extracelulares”.
Se realizaron dos bioensayos de citotoxicidad. El disefio experimental del segundo

fue ajustado segun los primeros resultados, cambiando las condiciones de obtencion

y preservacion de las muestras, las cuales se detallan mas adelante.
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7.6.3 Condiciones del primer bioensayo de citotoxicidad
En la Tabla 2 se presentan las cantidades y concentraciones de las muestras que

fueron utilizadas para el bioensayo de toxicidad 1.

Tabla 2. Muestras asociadas a la espina de H. dipterurus utilizadas para el estudio de

actividad citotéxica.

Muestra Concentracion final de las
muestras en la placa de 96 pozos
EE-PBS 0.023 pg/uL
EM 0.04 mg/mL
SnTF D.0.0.78
SnTC D.0 1.22
ETF 15 mg/mL
ETC 25 mg/mL

EE-PBS: Extracto de epitelio en PBS, EM: Extracto de mucus, SnTF: Sobrenadante bacteriano de
temporada fria, SnTC: Sobrenadante bacteriano de temporada calida, ETF: Extracto de temporada

fria, ETC: Extracto de temporada célida.

7.6.4 Cultivo celular

La linea HeLa y los FsGH fueron cultivados en medio basal Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero bovino fetal al 10% (SFB) (Gibco-
Invitrogen, Carlsbad, CA, EE. UU.), 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina y 0.25 pg/mL de anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.
UU.) a 37°C en un ambiente humidificado con un 5% de CO:2 (Hernandez et al.,
2017).

7.6.5 Bioensayo de citotoxicidad 1
Las células fueron sembradas en placas de microtitulacion de 96 pozos con una
confluencia celular de ~ 2.5x10° células por pozo, las cuales estaban contenidas en

100 yL de DMEM. Las células fueron incubadas durante un dia en las microplacas
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bajo las condiciones mencionadas previamente en el punto 7.6.4, con la finalidad de
lograr una adherencia de éstas a las placas y formar una monocapa en el fondo del

pocillo.

Transcurridas las 24 h de incubacion, fueron afiadidos 100 pyL de las muestras en
estudio en las concentraciones mencionadas y 100 pL de los controles y testigos, a
cada una de las dos lineas celulares utilizadas, los bioensayos fueron realizados por
triplicado para todos los tratamientos.

Como control positivo a la toxicidad, para la linea HelLa se usé NaClO y en la linea
FSGH fue utilizado el detergente CTAB. Las lineas celulares en su medio de
crecimiento fueron utilizadas como control negativo. Los testigos para estos estudios

fueron caldo marino y PBS 1 mM a un pH de 7.4.

Una vez que las células fueron expuestas a las muestras, continuaron nuevamente
en incubacion por 24 h mas. Enseguida fueron agregados 10 pyL de MTT a cada
pozo. Se incubaron dos horas al 5% de CO2, las placas fueron observadas al
microscopio para verificar la ausencia de contaminacion y finalmente el medio fue
retirado. Los cristales de formazan obtenidos fueron disueltos agregando 100 pL de
DMSO a cada uno de los pocillos. Para finalizar, las microplacas fueron leidas a 570
nm. Los datos fueron analizados para determinar el nimero de células viables y el
grado de toxicidad de acuerdo con la norma ISO 10993-5, la cual establece que
cuando la viabilidad permanece por arriba del 80% la sustancia en estudio no se
considera toxica, de 80% a 60% se considera una citotoxicidad débil, de 60% a 40%
es una citotoxicidad moderada y menos del 40% indica que la sustancia en estudio

es muy toxica.

7.6.6 Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad fluorimétrica

Para el ensayo fluorimétrico se utilizaron dos marcadores de fluorescencia. El
primero de ellos fue el colorante Syto 9 Green. Las tinciones realizadas con este

colorante son permanentes y emiten un gran aumento de la fluorescencia tras la
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unidon de acidos nucleicos con Syto 9. Por tanto, este fluorocromo se puede utilizar
para teflir ARN y ADN en células eucarioticas tanto vivas como muertas, asi como en
bacterias Gram Positivas y Gram Negativas. Otro de los usos de este colorante es
para denotar viabilidad y citotoxicidad celular. EI segundo marcador fluorescente
utilizado fue el fluorocromo DAPI (4’, 6-diamidino-2’-fenilindol, dihidrocloruro) el cual
es especifico para tefir el ADN, y por tanto permitir la visualizacion de nucleos

celulares (Herndndez et al., 2017).

Este ensayo fue realizado s6lo con la linea celular HelLa. Las células fueron
sembradas en camaras de cultivo celular (4 x 2 pocillos separables, estéril, exento de
pirégenos/endotoxinas, no citotoxicas, de tapa adherente, con una superficie de 1.9
cm? por pozo y capacidad volumétrica de 1 mL, con marco despegable), con una
confluencia celular de ~ 5.0x10° células por pozo, las cuales estaban contenidas en
200 pL de solucion (Medio DMEM, DMEMF12 mas las células). Las células fueron
incubadas durante 24 h bajo las condiciones fisicas antes mencionas con la finalidad
de lograr una adherencia de éstas a las placas y formar una monocapa en el fondo

del pocillo.

Transcurridas las 24 h de incubacion fueron afladidos 200 pL de las muestras en
estudio en las concentraciones antes mencionadas y 200 uL del control y testigos.
Las lineas celulares en su medio de crecimiento fueron utilizadas como control
negativo. Los testigos para estos estudios fueron PBS 1mM a un pH de 7.4, caldo

marino y agua de mar.

Una vez que las células fueron expuestas a los extractos y a los sobrenadantes,
continuaron en incubacién por 24 h. Finalmente, el medio fue retirado y las células
fueron lavadas tres veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS).
Posteriormente fueron afadidos 200 pL de formalina al 10% a cada pocillo con la
finalidad de fijar las muestras dejando transcurrir 10 min, para después retirar el
medio y realizar un segundo lavado con PBS. El PBS fue retirado y en cada pocillo

fueron agregados 200 pL del colorante Syto 9 Green Fluorescent, el cual
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previamente se disolvié en DMSO teniendo una solucién final con una concentracion
5 uUM. Los cultivos de las lineas celulares mas el marcador fueron incubados durante
30 min en oscuridad, posteriormente el colorante fue retirado y fueron agregados 200
uL del colorante DAPI (4',6-diamino-2-fenilindol) incubandose en oscuridad por 5 min
mas. Finalmente, el DAPI fue desechado y fue afadida solucibn de montaje. Las
placas fueron observadas bajo un microscopio de fluorescencia a 495 nm para el
Syto 9 y 461 nm para DAPI. Las observaciones realizadas en el microscopio fueron
utilizadas para validar de alguna manera los datos “cuantificables” obtenidos por

espectrofotometria.

Las células también fueron observadas utlizando la técnica de microscopia
diferencial de contraste de interferencia (DIC), la cual esta basada en el contraste de
fases que permite visualizar estructuras transparentes tomando en consideracion los
cambios del indice de refraccidon. Este es un efecto Optico, asi que es utilizada para
observar especimenes vivos sin tincién, pero también en conjunto con la

fluorescencia se hacen visibles las caracteristicas morfologicas del espécimen.
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7.6.7 Condiciones del segundo bioensayo de citotoxicidad
En la Tabla 3 se presentan las cantidades y concentraciones de las muestras que

fueron utilizadas para el bioensayo de toxicidad 2.

Tabla 3. Muestras asociadas a la espina de H. dipterurus utilizadas para el estudio de

actividad de citotoxica.

Concentracion final de las
Muestra
muestras en la placa de 96 pozos

EE-MQ 0.024 pg/pl
EPS TF 0.04 mg/mL
EPSTC 0.04 mg/mL

ETF 1.5 mg/mL

ETC 1.5 mg/mL

EE- MQ: Extracto de epitelio en agua tetradestilada, EPS TF: Productos extracelulares de temporada
fria, EPS TC: Productos extracelulares de temporada calida, ETF; Extracto de temporada fria, ETC:

Extracto de temporada célida.

7.6.8 Bioensayo de citotoxicidad 2

En este caso soélo se utilizé la linea celular HelLa, el ensayo fue realizado por
triplicado, y fue llevado a cabo como se explica en el apartado previo del bioensayo
de citotoxicidad 1 (7.6.5).

Como control positivo a toxicidad, para la linea HeLa se uso el detergente CTAB.
Las lineas celulares en su medio de crecimiento fueron utilizadas como control
negativo. Los testigos para estos estudios fueron agua tetradestilada con glicerol al

10%, acetato de etilo concentrado y la solucién en la cual se obtuvieron los EPS.
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7.7 Perfil bioquimico de los extractos de epitelio de espina de la raya H.

dipterurus.

7.7.1 Actividad de tripsina

Se realizé un perfil bioguimico basandonos en la actividad proteolitica de los
extractos EE-PBS y EE-MQ, utilizando BAPNA (N-benzoil-arginina-p-nitroanilida)
como sustrato. Este es un inmunoensayo basado en anticuerpos que proporciona
datos que indican la cantidad de proteina de tripsina presente en una muestra. La
prueba BAPNA detecta la tasa de actividad enzimatica en la muestra, es decir, la
escision enziméatica de la molécula BAPNA. En otras palabras, la prueba BAPNA

indica cuanta actividad enziméatica esta presente.

Para ello, se colocé por triplicado en una microplaca de 96 pozos cada uno de los
extractos en estudio (EE-PBS y EE-MQ) utilizando como blanco agua destilada. Se
colocaron 10 pL de la muestra o blanco més 250 pL de solucion BAPNA por pozo. Lo

anterior se leyé a una A=415 nm en una cinética de 10 minutos.

Las unidades de actividad de tripsina se calcularon bajo la siguiente formula:

(Absorbancia 415 nm/min)(1000)(Volumen de Rx)

UA =
/mg (8800)(Cantidad de proteina en mg)

7.7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida y tinciones.

Se realiz6 un analisis del perfil bioquimico de las soluciones EE-PBS y EE-MQ
utilizando las técnicas de electroforesis en gel SDS-PAGE vy tinciones especificas
para estos geles, las tinciones realizadas fueron Azul brillante de Comassie
(Comassie brilliant blue CBB), tincidn con plata, tincién Schiff y Stains all. Los geles
se realizaron bajo las siguientes condiciones de concentracion: Se realizaron cuatro
geles SDS-PAGE discontinuos a una concentracion de 12% para gel separador y 4%
para gel concentrador bajo las proporciones mencionadas en la Tabla 4.
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Tabla 4. Concentracion de geles discontinuos SDS-PAGE

Reactivo 12% 4%
Acrilamida 4.0 mL 1.3mL
Regulador 8.8 2.5 mL -
Regulador 6.8 - 2.5 mL
SDS 10% 100 pL 100 pL
H20 destilada 3.5mL 6.1 mL
PSA 10% 50 pL 50 pL
TEMED 5 L 5 L
Total del monémero 10 mL 10 mL

Las muestras en estudio se prepararon bajo las siguientes condiciones: 60 pL de la
muestra respectiva (EE-MQ, EE-PBS u Ovoalbimina) y 20 pL de LB. Posteriormente
se calentaron a 100°C durante diez minutos y se centrifugaron 1 min a 10000 RPM
para después colocar 15 pL de cada una de las muestras por carril en los geles de
poliacrilamida, utilizando ovoalbimina como control, se corrieron las muestras a una

potencia de 90 V.

7.7.2.1 Gel con tincion azul brillante de Comassie (CBB)

Se retir6 el gel de la camara de electroforesis y fue colocado en un recipiente
hermético de vidrio, se afiadieron 50 mL de la solucion de tincién (0.25 g Azul
Brillante Comassie R-250, 450 mL metanol, 100 mL acido acético glacial), se incubo
12 h en agitacion continua, después el gel fue destefido, se incubo en 50 mL de
solucion destefiidora (200 mL de metanol, 150 mL de acido acético y 650 mL de
agua BD) durante una hora y se repitié el procedimiento dos o tres veces mas hasta

gue se observaron las bandas tefiidas de azul y el fondo casi transparente.

7.7.2.2 Gel con tincion plata

El gel se fijo afadiéndole una solucion al 10% de etanol absoluto y 0.5% de acido

acético, durante 5 min, posteriormente el gel fue lavado 3 veces por 5 min con agua
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destilada, después el gel se impregno durante 6 a 7 min en una solucion de 1.5 g de
AgNOs/ L mas 1.5 mL de HCOH al 37%, finalmente la reaccion se detuvo agregando
al gel una soluciéon de etanol absoluto al 10% méas acido acético al 0.5% dejando

reposar por dos minutos.

7.7.2.3 Gel con tincién Schiff

El gel se embebid en la solucibn TCA 5%, por 5 min. Después se sumergié en
solucién de é&cido peryodico al 0.8% y acetato de sodio al 0.3% durante 5 min.
Posteriormente se lavo dos veces con agua destilada, se le agrego el reactivo Schiff
y se incubo en oscuridad durante 10 min, el gel se embebid en la solucidon de acido
nitrico al 3% por 3 min (este Gltimo paso se repitié dos veces mas) y finalmente se le

agrego al gel la solucién de HCI al 0.01N, dejandola actuar por menos de 1 minuto.

7.7.2.4 Gel con tincién Stains all

El gel se lavd con isopropanol al 25% por 60 min, después se elimind el isopropanol
y se agregaron 20 mL de solucion stains all, se incubo en oscuridad con agitacién
constante durante toda la noche. Posteriormente el gel se lavd con 20 mL de

isopropanol al 25% por 20 min en oscuridad y finalmente se lavo con agua destilada.

7.8 Caracterizacion bacteriana

7.8.1 Caracterizacion bacteriana

Las cepas aisladas del mucus de la espina fueron observadas en un microscopio
(Zeiss, modelo Stemi SV 11) con la finalidad de diferenciar la morfologia y el color de
la colonia. Posteriormente cada una de las cepas obtenidas (las de temporada fria y

calida) fueron tefiidas con tincion Gram.

7.8.2 Identificacion molecular
Para la identificacion molecular después de incubar 24 h los cultivos, se extrajo el
ADN de cada una de las colonias mediante dos métodos: Extraccion de ADN por

choque térmico (Sambrook et al., 1989) y extraccion con fenol-cloroformo (Sambrook
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& Russell, 2001). EI método de extraccion de ADN por choque térmico se basa en la
ruptura mecanica de las membranas por choque térmico. Obteniéndose ADN
gendmico unido al material celular y a proteinas desnaturalizadas, esto conlleva a
que en ocasiones no se encuentre totalmente expuesto para ser detectado en
electroforesis en gel o amplificado mediante la técnica de PCR. Teniendo la ventaja
de lapsos muy cortos para extraccion de material genético. Por otro lado en el
método de extraccion por fenol-cloroformo el ADN extraido se encuentra purificado y
separado del resto del material celular, libre de inhibidores y de las histonas que son
degradadas por la proteinasa K, teniendo un ADN de alta pureza. Presentando la
desventaja de tiempos largos para la obtencién de ADN. Debido a la variaciéon de las
cepas aisladas y la complejidad para obtener el ADN de cada una de ellas fue que se
decidi6 utilizar dos métodos de extraccion diferentes.

7.8.2.1 Método 1: Extracciéon por choque térmico (Sambrook et al., 1989)

Con una punta estéril fue tomada una pequefia cantidad de biomasa de las colonias
de interés. La biomasa se resuspendio, en 15 puL de H20 tetradestilada estéril. La
suspensién bacteriana fue calentada en un termociclador (ESCO 6.5) a 95°C durante
5 minutos. La suspensién bacteriana fue centrifugada durante min a 1000 rpm en una
centrifuga (PRISM R), este se utilizé como templado para la realizacion de la

amplificacion de ADN.

7.8.2.2 Método 2. Fenol-Cloroformo (Sambrook & Russell, 2001)

Fueron tomados 1.5 mL del cultivo de la cepa en estudio y centrifugados a 14000
rpm durante 5 min, el sobrenadante fue desechado. La biomasa remanente fue
resuspendida en 575 pyL de TE, posteriormente fueron agregados 30 pL de SDS al
10% y 3 pL de Proteinasa K (20 mg/mL) para dar una concentracién final de 100
pg/mL. La mezcla anterior fue homogenizada e incubada 1 h a 37°C. Se agregd 100
puL de NaCl 5 M y se mezcld, posteriormente se agrego 80 pL de CTAB y se mezclé.
Esto se incub6 10 min a 65°C, para después incubarlo en hielo 5 min, seguidamente
se incub6 10 min a 80°C para realizar una incubacion final en hielo por 5 min. Se

agrego de 700 pL a 800 pL de fenol: CHCIs:IsoOH, se mezcl6 y centrifugd a 14000
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rom por 10 minutos. Se removié la interfase y se pasé a un tubo nuevo y estéril,
posteriormente se agregaron 800 uL de CHCI3:IsoOH y se mezclé. Se centrifugd 5
min y se transfirié el sobrenadante a un tubo nuevo, el paso siguiente consistio en
agregar 500 pL de isopropanol y se mezclé cuidadosamente hasta precipitar el ADN.
Se dej6 reposar a -20°C toda la noche. Fue centrifugado a 14000 rpm a 4°C por 20
min y se decantd y agregé 500 uL de etanol frio al 70%. Se centrifug6 a 14000 rpm a
4°C por 10 min y se decantd el sobrenadante repitiéndose este paso. Se dej6 secar
el boton de ADN y se resuspendio en 50 uL de TE, después se agregd 1 uL de
RNAsa (10 mg/mL) y se incubo a 37°C por 2 h. Finalmente se incubaron los tubos
tapados a 65°C por 10 min y esto se utilizd como templado para realizar la

amplificacion de ADN.

7.8.3 Amplificacién por PCR y secuenciacion

La amplificacion de las muestras de ADN se llevd a cabo mediante la técnica de PCR
(reaccion en cadena de la polimerasa), con los siguientes componentes para una
reaccion de 50 pL: oligonucledtidos especificos para bacterias: 27F/1385R (Sentido:
5-GAGTTTGATCCTGGCTA-3"; Anti-sentido: 5-CGGTGTGTTCAAGGCCC-3'), en
concentracion de 1 pL, 5 pL de regulador Taq, 2uL de desoxirribonucledtidos
trifosfato (ANTP), 4 pL de MgCl2 , 1 puL de templado, 0.25 puL de Taq polimerasa y
35.75 pL de H20 estéril libre de nucleasas.

La reaccién se llevé a cabo en un termociclador con la siguiente programacion para
los oligonucledtidos 27F/1385R: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 min, 29
ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 min, el alineamiento de oligonucleétidos a
58°C por 30 s, la extension y sintesis a 72°C por 1:23 min, y finalmente una dltima

extensién a 72°C por 10 min.
La amplificacion positiva de ADN por la técnica de PCR, fue evaluada en un gel de

agarosa al 1% con regulador TBE 1X. La electroforesis se llevd a cabo en una

camara con una fuente de poder a 100 V.
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8 RESULTADOS
8.1 Diseccion anatomica de H. dipterurus

Se realiz6 una diseccion convencional anatomica de un espécimen de H. dipterurus
con la finalidad de encontrar una glandula especializada secretora de toxinas. Sin
embargo, después de una revision cuidadosa se verificoO que no hay la existencia de
dicha glandula. En la Figura 3 se muestran los 6rganos y parte de la anatomia de H.

dipterurus.

Figura 3. Diseccion anatémica de H. dipterurus. A- Corazoén; B- Higado; C-
Estdmago; D- Goénadas; E- Cartilago del latigo; F- Hendiduras branquiales; G-

Cloaca; H- Cintura escapular; |- Narinas; J- Espiraculo; K- Ojos.

8.2 Actividad hemolitica
Bajo las condiciones de este experimento, ninguna de las muestras presento
actividad hemolitica frente a glébulos rojos de sangre de carnero, en ninguna de las

réplicas.
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8.3 Actividad enzimatica
8.3.1 Protedlisis de caseina

En la Figura 4 se muestran los resultados de la actividad proteolitica expresada en
unidades de actividad enzimatica (U/mg) del extracto del epitelio (EE-PBS). No hay
diferencias con respecto al testigo, blanco y muestra. Lo anterior indica que no hay

protedlisis de la caseina en esta concentracion por parte del epitelio.
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Figura 4. Determinacién de la actividad proteolitica del epitelio de la espina

expresada en U/mg. Blanco: Caseina + Tris; Testigo: Caseina + PBS; EEP: Caseina + Extracto

de epitelio PBS; Control +: Caseina + Tripsina.

8.3.2 Protedlisis de caseina (agar leche)

Bajo las condiciones de este experimento, no se registré hidrolisis de la caseina

contenida en el agar leche en ninguna de las réplicas.

8.3.3 Protedlisis de la gelatina
8.3.3.1 Licuefaccion de la gelatina

En la Tabla 5, se muestran los resultados de la licuefaccion de la gelatina
(protedlisis total) por efecto del extracto del epitelio (EE-PBS), los sobrenadantes

bacterianos de ambas temporadas (SnTC y SnTF) y el co-cultivo bacteriano de
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temporada fria (CTF). El co-cultivo bacteriano de temporada calida (CTC) produjo
licuefaccion total de la gelatina en dos de las tres réplicas realizadas. En el caso del

mucus (EM), éste no presento actividad proteolitica contra esta proteina.

Tabla 5. Licuefaccion de la gelatina por parte de los componentes asociados a la

espina de H. dipterurus.

Muestra Licuefaccion
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3
EM - - -
EE-PBS + + +
SnTC + + +
SnTF + + +
CTC + + +/-
CTF + + +
Testigo PBS - - -
Testigo CM - - -
Control - Grenetina - - -
Control+
Proteinasa K + + +

(Testigo CM); testigo caldo marino; (+) licuefaccién total de gelatina; (-) sin evidencia de licuefaccion;

(+/-) licuefaccién parcial de gelatina.

8.3.3.2 Licuefaccion de la gelatina: cepas de temporada fria 'y célida

En la Tabla 6, se muestran las cepas de temporada calida y temporada fria (cultivo
con células) que mostraron tener licuefaccion de la gelatina y la densidad éptica final
de su cultivo. Los resultados muestran que los co-cultivos de ambas temporadas y la
mayoria de las cepas de temporada calida pueden hidrolizar la gelatina, mientras que
de la temporada fria, sélo una cepa presenta esta actividad, lo que sugiere un posible
efecto de sinergia por parte de las bacterias de temporada fria para licuar la gelatina.
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Tabla 6. Actividad proteolitica de cepas aisladas durante la temporada fria,
temporada calida, co-cultivo de temporada fria (CTF) y co-cultivo de temporada

calida (CTC) contra gelatina.

Licuefaccion de la gelatina

Cepas temporada Cultivo Densidad 6ptica final a
calida bacteriano 585 nm
Vibrio alginolyticus Positiva 0.8304
Vibrio sp. Positiva 0.7563
Salinivibrio costicola Positiva 0.7085
Vibrio parahaemolyticus Positiva 0.7695
Vibrio sp. Positiva 0.8474

Vibrio harveyi Positiva 0.91
Octadecabacter sp. Positiva 0.8801
No identificada Positiva 0.9274
Vibrio alginolyticus Positiva 0.879
No identificada Positiva 0.8452
Vibrio sp. Positiva 0.8765
Vibrio natriegens Positiva 0.8697
Vibrio sp. Positiva 0.9042
No identificada Negativa 0.0762
No identificada Positiva 0.8832
Parcialmente

No identificada positiva 03173
Vibrio parahaemolyticus Positiva 0.9224
CTC Positiva 1.0704

Cepas temporada Cultivo  Densidad 6ptica final a
Fria bacteriano 585 nm
4 Positiva 0.7614
CTF Positiva 0.9819

En la Tabla 7 se muestran los resultados de la capacidad proteolitica de los
metabolitos secundarios liberados en los sobrenadantes libres de células de cada
una de las cepas de temporada calida y fria. Asi como los resultados de la actividad
observada en el sobrenadante del co-cultivo de temporada calida y la actividad del
sobrenadante del co-cultivo de temporada fria.
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Tabla 7. Actividad proteolitica contra gelatina por parte de sobrenadantes bacterianos
de temporada fria, calida y del sobrenadante del co-cultivo de temporada fria (CTF) y

co-cultivo de temporada calida (CTC).

Licuefaccion de la gelatina
Cepas temporada Sobrenadante
calida bacteriano
Vibrio alginolyticus Positiva
Vibrio sp. Positiva
Salinivibrio costicola Parcialmente positiva
Vibrio parahaemolyticus Positiva
Vibrio sp. Negativa
Vibrio harveyi Positiva
Octadecabacter sp. Positiva
No identificada Positiva
Vibrio alginolyticus Positiva
No identificada Negativa
Vibrio sp. Positiva
Vibrio natriegens Positiva
Vibrio sp. Positiva
No identificada Positiva
No identificada Positiva
No identificada Parcialmente positiva
Vibrio parahaemolyticus Positiva
CTC Positiva
Cepas temporada Sobrenadante
Fria bacteriano
Cepa 4 Negativa
CTF Parcialmente positiva

Durante la temporada calida fue observado que un mayor numero de bacterias
liberaron metabolitos con actividad proteolitica, mientras que para la temporada fria
el sobrenadante libre de células de la cepa 5 que anteriormente habia hidrolizado la
gelatina, ahora no mostré actividad. Asi mismo, el sobrenadante del co-cultivo de

temporada fria solo mostré una actividad parcial.

34



8.4 Ensayo de citotoxicidad
8.4.1 Bioensayo de citotoxicidad 1

8.4.1.1 Linea HelLa (Henrietta Lack: células cancerosas de cérvix) expuesta a

los componentes asociados a la espina de H. dipterurus

La linea HelLa fue susceptible a los componentes asociados a la espina. De acuerdo
con los puntos de referencia citados en la norma ISO 10993-5, para esta linea, los
extractos de epitelio y del mucus mostraron una toxicidad moderada. El extracto de
mucus y epitelio fueron disueltos en PBS, el cual resultd ser toxico para esta linea
celular, aun con este grado de toxicidad. Las células expuestas a la solucion epitelio-
PBS, muestran un porcentaje de viabilidad mas alto que las que sélo estan en PBS
(Control). En el caso de los sobrenadantes bacterianos, se utiliz6 como control el
caldo marino y se observé que éste causa una disminucion en la viabilidad de las
células, resultando ser toxico. Por lo anterior, es dudoso aseverar si la toxicidad de
los sobrenadantes bacterianos es debida a la solucién en la que estan disueltos o por
su naturaleza misma, motivo por el cual la citotoxicidad bacteriana se estudié a
través de la obtencion de sus productos extracelulares (EPS) en un segundo
bioensayo. Los extractos bacterianos de ambas temporadas resultaron ser altamente

toxicos para células HelLa a la concentracion probada (Fig. 5).
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Figura 5. Actividad citotoxica de los componentes asociados a la espina de la aleta

caudal de Hypanus dipterurus ante la linea celular HeLa. HelLa: Control negativo para
toxicidad, Células de cancer de cérvix (Linea HelLa) sélo en medio de cultivo DMEM; NaClO: Control
positivo para toxicidad; CM: caldo marino; PBS: testigo; EEP: Extracto de epitelio PBS; EM: Extracto
de mucus; SnTF: Sobrenadante de temporada fria; SnTC: Sobrenadante de temporada célida; ETF:

Extracto temporada fria; ETC: Extracto de temporada célida.

8.4.1.2 Linea FsGH (fibroblastos gingivales humanos) expuesta al epitelio de la

espina de H. dipterurus

Como se menciond anteriormente, el extracto de epitelio esta disuelto en PBS, el
cual resultdé ser téxico para la linea celular FsGH. Sin embargo, esto no afect6 la
viabilidad de las células expuestas a la solucion epitelio-PBS, caso contrario la

viabilidad estuvo por arriba del 100% (Fig. 6).
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Figura 6. Actividad citotoxica de los componentes asociados a la espina de la aleta

caudal de H. dipterurus ante fibroblastos gingivales humanos (FsGH). FsGH: Control
negativo para toxicidad, fibroblastos orales humanos sé6lo en medio de cultivo DMEM; CETAB: Control

positivo para toxicidad; PBS: testigo; EEP: Extracto de epitelio PBS.

8.4.1.3 Comparacion del efecto del extracto del epitelio sobre las lineas

celulares HeLay FsGH

En la Figura 7 se observa el efecto del extracto de epitelio de la espina de la raya
diamante frente a dos lineas celulares distintas; HelLa (células cancerosas) y FsGH
(fibroblastos gingivales humanos). En la Figura se muestra como el epitelio resulta
ser téxico para la linea de células cancerosas. Sin embargo, ante células sanas (sin
su ciclo celular alterado), parece que el extracto del epitelio no tiene ningun efecto
sobre ellas, por el contrario, su viabilidad aumenta. El PBS se muestra toxico para la
linea HelLa y para los FsGH, toxicidad que es amortiguada por la solucion epitelio-
PBS.
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Figura 7. Comparacion del efecto del sobrenadante del epitelio que recubre la espina
de la aleta caudal de la raya diamante H. dipterurus sobre dos lineas celulares: HelLa

y FSGH. Control-: control negativo para toxicidad, células sélo en medio de cultivo DMEM; Testigo:

PBS; EEP: extracto de epitelio PBS.

8.4.2 Cultivo celular y ensayo de citotoxicidad fluorimétrica

8.4.2.1 Microscopia de fluorescencia: células HelLa expuestas al sobrenadante

del epitelio y del mucus de la espina de la aleta caudal de H. dipterurus

Es importante mecionar que esta técnica no es cuantitativa para determinar viabilidad
celular, sino cualitativa y es complementaria a las pruebas espectrofotométricas
previamente realizadas. Con base en las pruebas espectrales y a las imagenes
derivadas del microscopio, es posible observar una buena confluencia celular en la
muestra control de células HelLa, con membranas intactas y células bien tefiidas. Se
observa también como la confluencia celular permanece en el tratamiento con el
testigo, extracto de epitelio y mucus, con menor abundancia que el control negativo a

toxicidad. Esto refleja los mismos valores obtenidos a través de la prueba de MTT.
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En la Figura 8A se observan las células (20 ) utilizando la técnica DIC. En el primer
recuadro se pueden observar las células HelLa sin ningun tratamiento, las cuales
fueron utilizadas como control negativo a toxicidad. En el segundo recuadro estan
representadas las células expuestas a PBS el cual fue utilizado como testigo. En el
tercer recuadro las células expuestas al extracto del epitelio y finalmente el cuarto
recuadro son mostradas las células expuestas al extracto de mucus. En la Figura 8B
se observa el mismo campo utilizando la aplicacion de merge en donde es posible

visualizar la fluorescencia verde la cual nos indica confluencia y viabilidad celular.

HelLa

DIC

Merge

Figura 8. Imagenes captadas de las células HeLa expuestas a epitelio y mucus de la

espina, utilizando la técnica DIC (A) y merge (B).

8.4.2.2 Microscopia de fluorescencia: Células HeLa expuestas a sobrenadantes

bacterianos de temporada friay célida

En la Figura 9A se observan las células utilizadas con la técnica DIC. En el primer
recuadro se observan las células HelLa sin ningun tratamiento, mismas que fueron
utilizadas como control negativo de toxicidad. En el siguiente recuadro estan
presentes las células en caldo marino (CM), seguidas de las células expuesta a
agua de mar (H20 Mar), ambos tratamientos fueron utilizados como testigos. Se
utilizé agua de mar como testigo, ya que el caldo marino se prepara con agua de mar

estéril.
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En el cuarto recuadro las células expuestas a SnTF y finalmente, en el quinto
recuadro se muestran las células expuestas al SnTC. En la Figura 9B en el mismo
campo, se presentan los mismos tratamientos utilizando la aplicacion de merge para

visualizar la fluoresencia y por tanto confluencia y viabilidad celular.

Con base en las pruebas espectrales y a las imagenes derivadas del microscopio, es
posible observar una buena confluencia celular en el tratamiento control de células
HelLa. Se observa también como esta confluencia disminuye con los testigos de
caldo marino y agua de mar, y es practicamente nula en las células expuestas a los
sobrenadantes bacterianos. Lo anterior demuestra una relacion directa de los valores

obtenidos a través de la prueba de MTT en ensayos espectrofotométricos.

HelLa CM H2O Marina Sn TF SnTC

Figura 9. Imagenes captadas de las células HeLa expuestas a sobrenadantes

DIC

Merge

bacterianos utilizando la técnica DIC (A) y merge (B).

8.4.2.3 Microscopia de fluorescencia: células HeLa expuestas a extractos
bacterianos de temporada fria y calida.

En la Figura 10A se observan las células utilizando la técnica DIC. En el primer
recuadro es puden ser observadas las células HelLa sin ningun tratamiento, las
cuales fueron utilizadas como control negativo de toxicidad. En el segundo recuadro
estan representadas las células expuestas al extracto bacteriano de temporada fria
(ETF), seguidas de células expuestas al extracto bacteriano de temporada célida

(ETC). En el cuarto recuadro se observa un acercamiento de las células expuestas a
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extractos de temporada fria (zoom TF) y finalmente un acercamiento de las células
expuestas a extractos de temporada calida (zoom TC). En la Figura 10B en el
mismo campo se muestran los mismos tratamientos utilizando la aplicacion de
merge, donde se visualiza la fluoresencia y por tanto la confluencia y viabilidad

celular.

En el tratamiento control se observa una buena confluencia celular de células Hela,
con membranas intactas y células bien tefiidas. También se logra observar como
esta confluencia celular permanece en el tratamiento con los extractos bacterianos
de ambas temporadas. Sin embargo, el patron de tincidn resulta inusual en ambas
fotografias observandose en la Figura 11B de ETF y ETC, campos de coloracion
totalmente azules por parte del DAPI. Este es un colorante que sélo se adhiere al
ADN, por tanto al estar tefiida toda la célula se podria pensar en una lisis de
membrana nuclear celular tifiiendo asi el resto del cuerpo celular. Infiriendo con éste
un evidente dafio celular. En las imagenes zoom TF y zoom TC, se realizd un
acercamiento soélo para observar un artefecto en la tincion, observando que en las
células expuestas a los extractos de temporada fria se aprecia un cambio nuclear
parecido a la telofase del ciclo celular. Sin embargo, los nucleos son irregulares y
atipicos de estas células, por lo que esto supone un dafio en el nucleo o al material
génetico. Poniendo de manifiesto el dafio en ndcleos de células expuestas a
extractos de temporada fria en comparacion con el dafio en nucleos de células
tratadas con extractos de temporada calida. Correlaciondndose este Ultimo punto con
el dato espectofotométrico de la prueba de MTT donde se observé un toxicidad mas

aguda por parte de extractos de temporada fria que los de temporada célida.
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HelLa ExtractoTF ExtractoTC zoom TF zoom TC

Figura 10. Imagenes captadas de las células HelLa expuestas a extractos

bacterianos utilizando la técnica DIC (A) y merge (B).

8.4.3 Bioensayo de citotoxicidad 2

8.4.3.1 Linea HelLa (células cancerosas de cérvix) expuesta a los componentes

asociados ala espina de H. dipterurus.

En la Figura 11 se muestran los resultados del segundo bioensayo para toxicidad.
En este ensayo el medio utilizado para disolver el epitelio fue agua tetradestilada con
glicerol al 10%. Podemos observar que los controles produjeron los resultados
esperados ya que el detergente CTAB se mostro toxico y los controles C1 y C2 no
mostraron toxicidad. EIl extracto de epitelio mostré una toxicidad evidente para la
linea HelLa. Los extractos en sus concentraciones mas bajas no mostraron toxicidad.
El EPS TF resulto ser altamente toxico mientras que EPS TC fue levemente téxico,
esto de acuerdo a la norma ISO 10993-5.
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Figura 11. Actividad citotoxica asociada a los componentes de la espina frente a la

linea celular HelLa. HeLa: Control negativo para toxicidad, células de cancer de cérvix (Linea
Hela) sélo en medio de cultivo DMEM; CTAB: control positivo para toxicidad; C1: control solucién de
epitelio (agua tetradestilada con glicerol); C2: control de EPS; EE-MQ: extracto de epitelio; ETF:
extracto temporada fria, ETC: extracto de temporada céalida; EPS TF: extracto de temporada fria; EPS

TC: extracto de temporada calida.

8.5 Perfil bioquimico de los extractos de epitelio de la espina de la raya H.

dipterurus.

8.5.1 Actividad de tripsina

En la Figura 12 se observa que ambos extractos (EE-MQ y EE-PBS) poseen
actividad de tripsina. Sin embargo, ésta resulté ser 89 veces mayor para el extracto
EE-PBS.
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Figura 12. Determinacion de la actividad de tripsina de los extractos del epitelio de la

espina de H. dipterurus expresada en unidades de absorcion/ mg. EE-MQ: Extracto de

epitelio en agua tetradestilada; EE-PBS: Extracto de epitelio en PBS.

8.5.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida y tincién

Con las técnicas de tincion utilizadas se pudieron apreciar diferentes bandas de
productos presentes en los extractos de epitelios (EE-PBS y EE-MQ). En la Figura

13 se pueden observar estos resultados.
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Figura 13. Tincion de los geles de poliacrilamida utilizando diferentes técnicas de

tincion (Azul brillante de Commasie, Plata, Schiff y Stains all). MM: marcador molecular;

MQ: Extracto de epitelio en agua tetradestilada; PBS: Extracto de epitelio en PBS; OVO: ovoalbimina.

Los nimeros y letras se refieren a las diferentes bandas encontradas.

En la Tabla 8 se presentan los resultados de las bandas encontradas en los geles
con las diferentes tinciones y sus pesos moleculares. Con la tincion de azul brillante
de Comassie (CBB) se lograron identificar un total de siete bandas para la solucién
EE-MQ y un total de tres bandas proteicas para la solucién EE-PBS. Con la tincion
de plata se lograron identificar cinco bandas proteicas para la solucién EE-MQ y tres
bandas para la solucion EE-PBS. Para la tincion con Shiff se logré visualizar
nuevamente la banda nimero 2 y nimero 3 tanto para la solucion EE-MQ como para
la solucién EE-PBS. Y con respecto a la tincion Stains all podemos observar que solo
se visualiza la banda nimero 3 para ambos extractos de epitelio (EE-PBS y EE-MQ).
Las bandas 2 y 3 de pesos moleculares 52.82 y 39.04 KDa se pudieron observar en

todos los geles para ambos extractos de epitelio.
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Tabla 8. Pesos moleculares de las diferentes bandas observadas de los extractos
EE-MQ y EE-PBS con ayuda de diferentes técnicas de tincion para geles SDS-
PAGE.

Numero Peso CBB Plata Shiff Stains all

de Banda Molecular Extractos (EE-MQ ,EE-PBS)
(KDa)

1 56.97 MQ
2 52.82 MQ; PBS MQ; PBS MQ; PBS
3 39.04 MQ; PBS MQ; PBS MQ; PBS MQ; PBS
4 28.85 MQ
5 26.749 MQ
6 23.88 MQ
7 12.55 MQ
8 66.28 PBS PBS
A 42.1 MQ
B 22.14 MQ
C 18.32 MQ

8.6 Caracterizacion bacteriana

Se obtuvieron un total de 36 cepas de las cuales 19 corresponden a la temporada
fria y 17 a la temporada célida, en las cepas de ambas temporadas predominaron
colonias con tincion negativa al Gram. En la Tabla 9 se muestran las 36 cepas
aisladas durante ambas temporadas, su morfologia, el resultado del Gram

correspondiente y en el caso de las que fue posible, la identificacién molecular.
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Tabla 9. Cepas bacterianas aisladas de la temporada fria (marzo) y temporada célida

(octubre), provenientes de la espina de la aleta caudal de la raya diamante H.

dipterurus.

Cepas temporada fria | Morfologia| Gram Género y especie
1 Coco Negativo No identificada
2 Bacilo Negativo | Psychroflexus tropicus
3 Bacilo Negativo | Psychroflexus tropicus
4 Bacilo Negativo No identificada
5 Bacilo Negativo | Psychroflexus tropicus
6 Bacilo Negativo Octadecabacter sp.
7 Bacilo Negativo No identificada
8 Bacilo Negativo No identificada
9 Coco Negativo No identificada
10 Bacilo Negativo | Psychroflexus tropicus
11 Coco Negativo No identificada
12 Bacilo Negativo Marinobacter litoralis
13 Coco Negativo No identificada
14 Coco Negativo No identificada
15 Coco Positivo | Salinicoccus siamensis
16 Coco Negativo No identificada
17 Coco Negativo No identificada
18 Coco Negativo No identificada
19 Coco Negativo No identificada

Cepas temporada
calida Morfologia| Gram Género y especie
1 Bacilo Negativo Vibrio alginolyticus
Bacilo Negativo Vibrio sp.

Bacilo Negativo Salinivibrio costicola

Bacilo Negativo | Vibrio parahaemolyticus

a| Al WO DN

Bacilo Negativo Vibrio sp.
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6 Bacilo Negativo Vibrio harveyi

7 Bacilo Negativo Octadecabacter sp.
8 Coco Negativo No identificada

9 Bacilo Negativo Vibrio alginolyticus
10 Coco Negativo No identificada
11 Bacilo Negativo Vibrio sp.

12 Bacilo Negativo Vibrio natriegens
13 Bacilo Negativo Vibrio sp.

14 Coco Negativo No identificada
15 Coco Negativo No identificada
16 Coco Negativo No identificada
17 Bacilo Negativo | Vibrio parahaemolyticus

9 DISCUSION
Diseccion anatémica de H. dipterurus

La real academia de la lengua define anatbmicamente la palabra glandula como un
organo cuya funcién es producir una secrecion que puede verterse a través de la piel
o de las mucosas. Por ello, se realizé la busqueda de una glandula macroscépica
productora de compuestos citotoxicos. La diseccién anatémica de la raya diamante,
permitié identificar diferentes érganos vitales del organismo y diferentes estructuras
anatomicas previamente conocidas. No obstante, no se identificé la presencia de una
glandula macroscopica evidente, encargada de la produccion de compuestos
citotéxicos (Fig. 4). Esto coincide con lo observado por otros autores (Pedroso et al.,
2007; Magalhées et al., 2006), quienes sefialan ademas que la citotoxicidad de las
rayas es debida a la produccién de sustancias secretadas por el epitelio de la espina

de la raya.
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Actividad hemolitica

La literatura sefala que casi todos los venenos de peces poseen actividad
hemolitica, esta actividad en los venenos también se ha encontrado en muchas otras
clases de animales (Ziegman et al., 2015). Para corroborar la presencia o ausencia
de actividad hemolitica por parte de los componentes asociados a la espina de la
aleta caudal de la raya diamante, se utilizaron placas de agar de soya tripticaseina
suplementado con sangre de carnero al 10%. La hemdlisis total (llamada f-
hemodlisis), se reconoce por la presencia de un halo totalmente claro alrededor de la
muestra. La estrategia empleada para observar actividad hemolitica utilizando
glébulos rojos de carnero como sustrato, no muestra dicha actividad por parte de los
componentes asociados a la espina de H. dipterurus. Lo anterior, ya que ni el mucus,
el epitelio, el extracto de epitelio, extracto del mucus, el cultivo bacteriano, ni el
sobrenadante bacteriano, mostraron halos de hemodlisis alrededor de la zona de

colocacion de las muestras.

Si bien no hay evidencia para asegurar que los componentes de la espina de la raya
induzcan a la hemolisis bajo nuestras condiciones experimentales de trabajo, esto no
elimina la probabilidad de que presenten actividad hemolitica, ya que sélo se
utilizaron glébulos rojos de una especie. De acuerdo a la literatura, algunos
compuestos bioactivos de peces muestran actividad hemolitica s6lo contra glébulos
rojos de ciertas especies, mientras en otras no tienen este efecto (Ziegman et al.,
2015). Por ejemplo, el veneno del bagre Arius maculatus es aproximadamente cuatro
veces mas potente para la sangre de pollo que para la sangre de ovejas y humanos
(Abirami et al., 2014). También se ha demostrado que el veneno de Trachinus draco
es altamente hemolitico hacia los eritrocitos de conejo y sélo un poco a los de los
ratones (Chhatwal y Dreyer, 1992). Un estudio que analizd cuatro especies
estrechamente relacionadas de pez lebn y dos de pez piedra mostré que la actividad
hemolitica de cada una era altamente selectiva para los eritrocitos de conejo, y que
s6lo el veneno de Synanceia verrucosa era capaz de producir hemalisis débil en las

células de cobaya (Shiomi et al., 1989), al igual que para la especie Pterois volitans,
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en donde solo observaron actividad hemolitica contra eritrocitos de conejo y no se

observé en células de humano (Ziegman et al., 2015).

Actividad enzimatica

La actividad enzimatica es comun en los venenos de los animales, lo cual no es
sorprendente ya que es la via de la desintegracion nociva de estructuras fisioldgicas.
Las enzimas pueden causar dafio por si mismas, o pueden actuar como factores de
propagacion para las otras toxinas del veneno. La actividad proteolitica ha sido
confirmada en los venenos de muchas especies de peces e incluso se ha sugerido
qgue las enzimas proteoliticas podrian ser parcialmente responsables de la extrema

labilidad de los otros componentes del veneno (Ziegman et al., 2015).

Actividad proteolitica (Caseina)

Bajo las condiciones experimentales establecidas en esta investigacion, no se
observo actividad proteolitica en ninguna de las muestras derivadas de la espina de
la aleta caudal de la raya diamante probados sobre la caseina. Lo anterior es
contrario a lo que se ha reportado en otros estudios en los cuales prueban la
actividad proteolitica del epitelio de rayas de agua dulce como Potamotrygon falkneri
y rayas marinas como Dasyatis guttata (Barbaro et al., 2007). Los resultados
obtenidos también son opuestos a la informacion de Ziegman y colaboradores
(2015), ya que mencionan que rayas de agua dulce como P. falkneri, P. scobina, P.
orbygnyi y la raya marina D. guttata presentan epitelios recubriendo sus espinas con
moléculas capaces de hidrolizar a la caseina. Sin embargo, también se ha
encontrado que rayas de agua dulce del mismo género Potamotrygon no muestran
esta actividad, como es el caso de P. henlei.

Las bacterias asociadas a la espina de H. dipterurus tampoco mostraron actividad
con capacidad de hidrolizar la caseina, bajo las condiciones experimentales
estipuladas (uso de agar leche). Sin descartarse que probablemente bajo otras
condiciones, estas puedan presentar actividad proteolitica contra la caseina, ya que

bacterias aisladas de espinas de rayas de agua dulce si han mostrado tener
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metabolitos secundarios con capacidad de hidrolizar la caseina. Bacterias aisladas
del género Potamotrygon, como Aeromona sobria, A. hydrophila, Pseudomonas
aeruginosa y Citrobacter freundii muestran en sus sobrenadantes caseinasa
(Domingos et al., 2011), a diferencia de las bacterias identificadas en el género
Potamotrygon. En H. dipterurus la mayor parte de las bacterias identificadas fueron
del género Vibrio spp. y aunque Vibrio no produce caseinasa, si tiene la capacidad
de hidrolizar otras proteinas como la gelatina (Gomez et al., 2003). Ademas, esta el
hecho que no todas las bacterias aisladas lograron identificarse molecularmente por
lo que no se descarta el hecho de que alguna de estas bacterias bajo condiciones de

cultivo diferentes a las utilizadas en este experimento produzca caseinasa.

Actividad proteolitica (gelatina)

El colageno, el mas comun de los componentes organicos de los tejidos conectivos,
es el material estructural dominante en el reino animal y componente de la matriz
extracelular. Se encuentra en los tejidos de todos los tipos de organismos
pluricelulares, incluidos en el humano (Limorte y Albert, 1982). Es, sin duda, la
proteina mas abundante en los mamiferos, y es conocido desde hace tiempo que
cuando los tejidos colagenosos se calientan a temperaturas moderadas en agua o en
disoluciones acuosas de &cidos o bases, se disuelven parcialmente. A la porcion de
proteina solubilizada, se le da el nombre genérico de gelatina (Limorte y Albert,
1982).

Al realizar la prueba de actividad proteolitica utilizando gelatina comercial como
sustrato, el extracto de epitelio, los sobrenadantes bacterianos de ambas temporadas
y el cultivo bacteriano de temporada fria mostraron que pudieran contener enzimas
qgue digieren la proteina, ya que presentaron actividad proteolitica contra la gelatina.
El cultivo bacteriano de temporada calida sélo hidroliz6 la gelatina en dos de las tres
réplicas, mostrando una licuefaccion parcial en la tercera réplica. Esto demuestra que
los componentes asociados a la espina de H. dipterurus poseen capacidad hidrolitica
contra la gelatina la cual es obtenida de tejidos colagenosos. Al ser el colageno el

principal componente de la gelatina y ser también el principal componente de tejidos
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organicos y matriz extracelular, es posible inferir que los componentes del aparato
espinoso de la raya diamante, podrian contribuir en la degradacién de proteinas
como el coldgeno presente en la matriz extracelular, favoreciendo asi el dafio al
tejido y dando lugar a lesiones celulares locales (Barbaro et al., 2007). Al degradarse
la matriz extracelular se da paso a la circulacion de diversas citocinas las cuales

también son causantes de dafio celular.

Se ha reportado que ademas de toxinas, el veneno de varios peces posee enzimas
como la proteasa gelatinolitica (Sp-Gp) que se purifico del veneno del pez escorpion
Scorpaena plumieri (Carrijo et al., 2005). Al utilizar una zimografia de gelatina en el
veneno de P. volitans, se detectd la presencia de una enzima proteolitica con un
peso molecular de 45 kDa (Balasubashini et al., 2006). La presencia de enzimas
proteoliticas también se ha reportado en los venenos del pez sapo Thalassophryne

natteri y T. maculosa (Lopes-Ferreira et al., 1998; Sosa-Rosales et al., 2005).

Al observar la actividad proteolitica por parte de los co-cultivos de ambas
temporadas, se procedié a estudiar por separado la actividad proteolitica de cada
una de las cepas de ambas temporadas. La mayoria de las cepas de temporada
calida, mostraron que tienen capacidad para hidrolizar la gelatina, mientras que, en
las cepas de temporada fria, s6lo se encontré que la cepa numero 5 tiene la
capacidad de hidrolizar a la gelatina. Lo anterior, lleva a pensar que es un efecto de
sinergia de las cepas de temporada fria lo que conlleva a la produccion de
metabolitos con actividad proteolitica frente a proteinas como la gelatina, los cuales

pudieran ser enzimas extracelulares.

Como se menciond anteriormente, la cepa 5 aislada durante la temporada fria mostro
actividad proteolitica, sin embargo, el sobrenadante libre de células de esta cepa no
hidrolizo la gelatina, asi mismo, el sobrenadante libre de células del co-cultivo de
temporada fria sélo mostré una actividad parcial de licuefaccion de la gelatina.
Cuando las células bacterianas se encontraban presentes en el sobrenadante si se

observo licuefaccién de la gelatina, probablemente debido a que los metabolitos con
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actividad gelatinolitica de estas cepas son intracelulares y requieren la presencia de
las células bacterianas para que puedan ser liberados al medio y ejercer su accion

proteolitica.

De acuerdo con los resultados de este y otros trabajos con venenos de peces, los
resultados sugieren que las proteasas producidas por los componentes asociados a
éstos podrian ser una parte importante de la toxicidad ejercida por las secreciones de
peces venenosos. Magalhdes y colaboradores (2006) han demostrado que cuando
se inyecta veneno de una raya Potamotrygonidae junto con moco, la mionecrosis se

duplica.

La mayor parte de la produccion de enzimas esta destinada a la obtencion de
proteasas. Las aplicaciones de estas biomoléculas con fines terapéuticos son muy
variadas (Barret, 1999). Algunas se conocen como remedios naturales y otras son
farmacos modificadores de la respuesta biolégica. En el campo de la salud se le
atribuyen varias acciones, entre las que se destaca la capacidad que tienen de
inducir la diferenciacion de células tumorales y atenuar el crecimiento del tumor
(Kelly, 2005).

Actividad citotoxica

Mucus y epitelio

El regulador de fosfatos salinos (PBS) es una solucion amortiguadora de pH. Su
osmolaridad y concentracion de iones (ClI, Na* y K*), es muy semejante a la del
liquido extracelular de los mamiferos. Esta solucion es isoténica y teéricamente no
causa toxicidad en las células, sin embargo, en los ensayos realizados en el presente
estudio resulto ser toxica para las lineas celulares utilizadas. Esto probablemente se
deba al cambio abrupto de osmolaridad que se presenta en el momento de introducir
el PBS como control con las células y realizar la incubacion con las sales del
regulador durante 24 horas. La concentracion del PBS utilizado en los diferentes

bioensayos fue de 1 mM. Esta concentracion convierte al regulador en una solucion
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hipotdnica (valor promedio de 3 mOsm/Kg) respecto a la osmolaridad celular humana

la cual se mantiene en un promedio de 285 mOsm/Kg.

Lo anterior se debe a que cuando la osmolaridad extracelular se incrementa, el agua
fluye desde el interior hacia el exterior de la célula, con el objetivo de compensar el
gradiente osmético establecido. Ocurriendo lo contrario cuando la osmolaridad
extracelular disminuye. Los cambios en el contenido de agua intracelular también
generan cambios en el volumen, pero la célula posee mecanismos para compensar
estos cambios osmoticos y mantener su volumen dentro de un rango que asegure su

adecuado funcionamiento y su supervivencia (Sanchez, 2004).

Estos mecanismos implican la activacion del transporte de solutos para inducir
transporte de agua en un sentido u otro; sin embargo, durante este proceso se altera
la composicion intracelular y las concentraciones de diversos iones cambian, lo cual
afecta la homeostasis celular, las membranas celulares y por lo tanto la viabilidad
celular (Sanchez, 2004). Por lo tanto, la cantidad de sales disueltas en el PBS

pudiesen haber ocasionado cambios en la homeostasis celular.

Este regulador de fosfatos ha sido utilizado en diversos ensayos de actividad
citotoxica sin registrar algun problema como el ocurrido en el presente estudio
Domingos et al., 2011; Rajeshkumar et al., 2015). Sin embargo, ninguno de estos
trabajos menciona haberlo utilizado como control en sus ensayos por lo que se

desconoce su efecto sin la muestra a analizar.

A pesar de esta disminucion de la viabilidad celular debida al PBS, las células que
estuvieron en contacto con el extracto de epitelio en PBS mostraron menos afeccion
que cuando solo se les tratd con PBS (control), teniendo una viabilidad de 111.5%
para la linea FsGH y una viabilidad del 49% para la linea HeLa. Esto puede sugerir la
presencia de factores de crecimiento, ya que los extractos fueron realizados con el

epitelio de la espina de las rayas, la cual es una espina que muda. Por lo tanto,
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constantemente esta embebida en factores estimulantes de crecimiento. El factor de
crecimiento es una hormona polipeptidica que estimula el crecimiento de una
variedad de tejidos (Starkey y Orth, 1977), la forma en que una célula se replica y
entra a la mitosis abandonando su fase GO y entrando en su fase G1 es gracias a los
complejos ciclinas y a las cinasas dependientes de ciclinas y estos complejos son
altamente sensibles a factores de crecimiento (Peralta et al., 1977). Estos factores
ademas de ser responsables de la replicacion celular se encargan de la
supervivencia celular, por lo que inferimos con base en los resultados, que los

extractos pueden tener factores de regulacion en el crecimiento celular.

También se ha observado una especificidad por parte de los extractos del epitelio de
la espina, ya que mientras EE-PBS fue tdxico para células cancerigenas (HelLa), fue
inocuo en células sanas (FsGH). Fuochi y colaboradores (2017) demostraron que el
mucus aislado de D. pastinaca resulta téxico para las células de leucemia aguda
(HL60) con una inhibicion de la proliferacion de alrededor del 52% a una
concentracion de 1000 ug/mL, y tampoco observaron efectos en células sanas. Los
resultados anteriores coinciden con los resultados obtenidos en el presente estudio,
por lo que refieren una toxicidad especifica de los componentes del mucus. Tal como
mencionan Hernandez y colaboradores (2013) estos datos indican la necesidad de
determinar la selectividad de los extractos sobre células tumorales y su
concentracion citotéxica media en estudios posteriores con el extracto del epitelio de
H. dipterurus, ya que corroborando esta selectividad sobre células tumorales, en
este caso Hela, los resultados obtenidos podrian contribuir a validar este extracto
como un recurso, con posible enfoque de tratamiento con aplicacion antitumoral
(Hernandez et al., 2013).

La muerte celular es causada por dos procesos primarios: necrosis y apoptosis.
Clinicamente, el efecto mas comun e importante del envenenamiento a través de
toxinas de peces es la necrosis local del tejido. Los estudios con células cancerosas
han demostrado que el veneno de varios peces induce la apoptosis. Por ejemplo, el

veneno del pez ledén induce apoptosis en ratones con carcinoma de ascitis de

55



Ehrlichs mediante la activacion de Caspasa-3, que se evidencid por fragmentacion
nuclear (Balasubashini et al. 2006). Un péptido (7.6 KDa) del veneno de pez leén en
células HEp2 y Hela cultivadas demostré el papel de la apoptosis y este péptido se
dirige de manera selectiva a las células cancerosas sin afectar a las células normales
(Balasubashini et al. 2006). También los estudios sobre los efectos mitogénicos y
citotoxicos de S. verrucosa e Hypodytes rubripinnis en lineas celulares normales y
tumorales mostraron efectos mitogénicos hacia las células normales, mientras que
para las lineas celulares tumorales hubo una citotoxicidad significativa inducida por el

veneno crudo, asi como ciertas fracciones aisladas (Satoh et al., 2002).

Respecto al extracto del mucus se observo una actividad citotoxica para la linea
HelLa (viabilidad del 50%), sin embargo, dicha actividad pudiera estar afectada por el
PBS en el cual se encuentra disuelto. Dejando abierta la pregunta si la actividad

citotoxica del mucus de la espina es real.

Después de encontrar los resultados anteriores se realizé un segundo bioensayo en
donde se modificaron las condiciones del experimento, utilizando agua tetradestilada
en lugar de PBS para realizar la suspension de epitelio, y en donde se descarta el
estudio de la actividad citotdéxica por parte del mucus de la espina debido a la poca

cantidad de mucus obtenido en los muestreos.

Una vez realizado el segundo experimento con la linea HeLa como modelo
experimental, se pudo corroborar el efecto citotdéxico que tiene el epitelio de la espina
de H. dipterurus sobre la linea celular de cancer de cérvix, ya que la viabilidad de las
células disminuyo hasta el 4.9% considerandose como muy toxico segun la norma
antes mencionada. Esto coincide con lo reportado por Rajeshkumar et al. (2015)
guienes sefialan que el epitelio de la raya marina D. sephen presenta compuestos
(moléculas) con actividad antiproliferativa contra la linea celular HeLa. Por otra parte,
contrasta con los resultados de datos de citotoxicidad de otras moléculas

consideradas como toxicas, por ejemplo, el veneno del alacran Centruroides limpidus
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limpidus, el cual se probo en células cancerosas HelLa y macréfagos sanos teniendo
como resultado la supervivencia de las células HeLa y una muerte celular de los
macrofagos cercana al 90% (Contreras et al., 2013). Esto da una idea de las ventajas
biolégicas que tiene el extracto del epitelio de la raya H. dipterurus ya que presenta
actividad citotéxica para células con ciclos celulares alterados, pero no para lineas

sanas.

Sobrenadantes bacterianos y EPS

El porcentaje de viabilidad celular de los sobrenadantes bacterianos de temporada
calida y fria oscil6 entre el 4.8% y el 8.7% para la linea HelLa. Esta linea tuvo una
viabilidad del 4.8% para células tratadas con SnTF y del 8.7% para las células que se
expusieron a SnTC. Sin embargo, la toxicidad reflejada en estas lineas no se puede
atribuir a que sea por parte de los metabolitos secundarios bacterianos en el
sobrenadante, ya que los cultivos fueron realizados en caldo marino y éste muestra
una toxicidad severa dejando a las células con una viabilidad de 3.7% en la linea
celular HelLa.

Lo anterior difiere con lo reportado por otros autores (p.e. Domingos et al., 2011)
quienes estudian la actividad citotoxica de los sobrenadantes bacterianos de las
cepas aisladas de las rayas de agua dulce del género Potamotrygon, con la prueba
de MTT, en donde el medio de crecimiento es TSB. La cantidad de sales disueltas en
TSB es mucho menor que el medio de crecimiento de caldo marino utilizado en este
estudio, motivo por el cual es dificil hacer una comparaciéon mas profunda de esas
pruebas de toxicidad para sobrenadantes bacterianos obtenidos de las bacterias
embebidas en el mucus de rayas de agua dulce y la raya H. dipterurus de agua

marina.

Al observar los resultados obtenidos con los sobrenadantes, y para evitar el efecto de
las sales, se procedi6o a estudiar la actividad de los EPS de ambas temporadas
mediante la técnica de MTT. Los valores encontrados fueron de una viabilidad del
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10.3% para células tratadas con EPS de TF y una viabilidad del 73.5% para células
expuestas a EPS de temporada célida. Es decir, los EPS de temporada fria son
altamente toxicos mientras que los EPS de temporada calida son levemente toxicos.
Esto coincide con los resultados de las células tratadas con SnTF y con SnTC en
donde se mostré mas toéxico el SnTF que el SnTC, es decir, los resultados obtenidos
tanto de los sobrenadantes como de los productos extracelulares muestran que los
metabolitos secundarios bacterianos de temporada fria son mas téxicos que los de
temporada calida.

Extractos bacterianos

La linea HelLa fue susceptible a los tratamientos con los extractos, ya que para el
ETF se mostraron valores de viabilidad del 3.7% y para ETC se manifestd una
viabilidad del 4.1%. Se puede entonces concluir que utilizando altas concentraciones
de los extractos (15 mg/mL para ETF y 15 mg/mL para ETC), la viabilidad de las
células disminuye drasticamente considerando a los extractos de ambas temporadas
como citotoxicos. Sin embargo, al bajar las concentraciones de los extractos a una
concentracion de 1.5 mg/mL, no hubo toxicidad con los extractos bacterianos de
ninguna de las temporadas. Lo anterior contrasta con el trabajo de Sagar et al.
(2013), en donde se demostré que los extractos de la mayoria de las cepas
bacterianas marinas aisladas del agua del Mar Rojo poseen un efecto inhibidor
significativo en el crecimiento y el efecto apoptotico sobre varias lineas celulares de

cancer entre ellas la linea HelLa a una concentracién de 1 mg/mL.
Actividad de tripsina

La prueba BAPNA indica cuanta actividad enzimética tipo tripsina tenemos presente
en una muestra, en nuestro ensayo es evidente la actividad tipo tripsina para los
extractos de epitelio probados en los ensayos citotoxicos, sin embargo, la actividad
para EE-MQ es de 4.84 Unidades de actividad mientras que para EE-PBS es de
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94.07 Unidades de actividad. Esto probablemente se deba a que la cantidad de
proteina presente en EE-PBS es mas abundate que en EE-MQ. Esto lo podemos
observar en las tinciones realizadas en los geles de poliacrilamida donde se muestra
una banda constante en todos los geles en todas las tinciones probadas, la banda 3,
la cual es mucho mas intensa en EE-PBS que en EE-MQ, por lo que se puede
atribuir que debido a la presencia de esta proteina ambos extractos muestran

actividad de tripsina.

Electroforesis en gel y tinciones

Tincion CBB

El azul brillante de Comassie es un compuesto coloreado de color café-naranja que
al unirse con el grupo amino de las proteinas mediante una interaccion de tipo Van
Der Walls genera un complejo azul. Esta técnica puede detectar cantidades de
proteina menores a 1.0 pg con pesos moleculares superiores a 3000 kDa (Sedmak y
Grossberg, 1997).

Basandonos en esto podemos observar diferentes bandas proteicas obtenidas a
través de los diferentes tipos de solvente que se utilizaron para cada uno de los
extractos de epitelio. En el extracto de epitelio obtenido con agua tetradestilada
podemos observar que se extrajeron mas variedades de proteinas que con el
extracto realizado con PBS, sin embargo, la intensidad de las bandas es mayor que

en el extracto obtenido con PBS.

Las bandas 4, 5, 6 y 7 solo se observan en el extracto realizado con agua
tetradestilada, por lo que podemos inferir que estas proteinas de bajo peso molecular
presentes son las responsables de la citotoxicidad observada sobre las células Hela,
debido a que estas bandas no se encuentran en el extracto obtenido con PBS,

coincidiendo con que el extracto EE-PBS resulto menos citotoxico que el EE-MQ.



Tincién plata

La tincion con plata es una técnica que permite la deteccion y cuantificacion de
proteinas en geles de poliacrilamida (Wray et al., 1981), la cual tiene una sensibilidad
incluso de nanogramos de proteina en un rango de 2-5 ng (Blum et al., 1987). En el
gel tefiido con esta técnica podemos observar en el segundo carril el cual pertenece
a la solucion EE-MQ, cuatro bandas proteicas de diferente peso molecular, en el
carril que corresponde a la solucion EE-PBS observamos la presencia de tres
bandas, observando claramente como las bandas 2 y 3 aparecen en ambos geles,
pero con mayor intensidad para el de EE-PBS. Probablemente esta mayor cantidad
de proteina se deba a que el PBS es un amortiguador de proteinas y la estabilidad
de la proteina del extracto se vea beneficiada. Observamos que las bandas A, By C
solo se observan en la solucion EE-MQ probablemente debido a que el agua MQ con
glicerol este extrayendo proteinas que con el PBS no se lograron extraer.
Comparando esta tincién con la técnica Comassie observamos que solo se repiten
en ambas tinciones las bandas 2, 3, y 8 ademés apareciendo en la tincién con plata
las bandas A, B y C, esto se puede explicar a que la técnica de tincidn con plata es
mas sensible a cantidades pequefias de proteinas, las cuales no se pueden detectar

con la técnica Comassie.

Retomando nuevamente el ensayo de citotoxicidad podemos responsabilizar a las
bandas B y C de la citotoxicidad observada en las células HeLa por parte de la
solucién EE-MQ, citotoxicidad que es moderada para las células tratadas con EE-
PBS probablemente por la ausencia de estas proteinas observadas en las bandas B
y C del extracto EE-MQ.

Tinciéon Schiff

En esta tincion el acido peryodico que contiene la solucion oxida las uniones de los
enlaces C-C de los azucares formando grupos aldehidos, es decir, si hay
carbohidratos presentes son oxidados, el reactivo de Schiff reacciona con estos

aldehidos dando como resultado una coloracion fucsia (Mantle y Allen, 1978).
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Podemos observar en el gel tefiido con el reactivo de Schiff la presencia de las
bandas 2 y 3 en la solucion EE-MQ y EE-PBS, lo que nos indica la presencia de dos
proteinas glicosiladas con diferente peso molecular (la proteina 2 con un peso
molecular de 52.82 kDa y la proteina 3 con un peso de 39.04 kDa)

Tincion stains all

Esta tincidn contiene un colorante carbocianina que tifie proteinas anionicas, acidos
nucleicos y polisacaridos aniénicos entre otros. La presencia de proteinas anionicas
es detectada mediante la presencia de bandas tefiidas de un color rosado (Goldberg
y Warner, 1997).

En el gel tefiido con esta técnica se puede detectar tanto para la solucion EE-MQ
como para la solucién EE-PBS la presencia de la banda 3, la cual est4 presente en
todas las tinciones, con una coloracion rosada, por lo que podemos concluir que
independientemente del método de extraccibn tenemos una proteina que es
constante en todas las tinciones, es glicosilada y tiene carga anionica, logrando
extraer una mayor cantidad con la técnica de extraccion con PBS. Esta proteina tiene
un peso molecular de 39.04 kDa, difiriendo con la literatura en donde el extracto del
epitelio de las rayas P. falkneri y D. guttata, muestra un peso de 84 kDa (Barbaro et
al., 2007).

Retomando los resultados de la toxicidad de todos los componentes asociados a la
espina de H. dipterurus, se ha mencionado que las proteinas y los péptidos citoliticos
desempefian un papel importante en la realizacion de acciones ofensivas y
defensivas en un gran nimero de organismos mediante la lisis de las células a través
de mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Varios péptidos marinos han mostrado
un alto grado de actividad antitumoral, sin embargo, el papel de los componentes
activos de los venenos de peces y en particular de rayas, su aislamiento, y las vias
de sefalizacion a través de las cuales causan apoptosis en las células cancerosas

aun se encuentran en sus primeras etapas de estudio (Sivan, 2009).
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Por otro lado, cabe mencionar que el estudio y la exploracion del potencial contenido
en los venenos de los peces puede contribuir a una mejor comprension de los
procesos fisiolégicos complejos, como el dolor inducido por el envenenamiento, y al
descubrimiento de nuevos farmacos, sin mencionar el desarrollo de formas mas
eficientes para tratar las lesiones causadas por estos animales (Campos et al.,
2016).

Aislamiento y caracterizacion bacteriana

La caracterizacion morfologica de las bacterias asociadas al mucus que recubre el
epitelio de la espina de la raya H. dipterurus, evidencia una variedad de cepas mas
amplia para la temporada fria que para la temporada calida. Los resultados de la
tincibn Gram coinciden con los reportados en la literatura (Domingos et al., 2011), ya
que para ambas temporadas predominan las formas Gram-negativas. Existe una
ligera variacion para la temporada fria, en donde la cepa Salinicoccus siamensis fue
Gram positiva. Ademas, en la temporada fria se encontraron morfologias en su
mayoria cocoides, mientras que para la temporada calida predominaron los bacilos
(Tabla 9). La variacion en el numero de cepas y diferenciacion de especies entre
temporadas probablemente se deba a que los muestreos de temporada fria se
realizaron en el mes de marzo, mes en el cual la especie en estudio esta en época
de apareamiento y reproduccién (Informe técnico final Proyecto SEP-CONACyYT
180894). Otra de las causas de la variacion de las cepas puede ser el hecho de que
los habitats sufren variaciones temporales y espaciales, teniendo un efecto sobre la
diversidad de las especies que lo habitan (Garcia, 2009), por lo que al cambiar las
bacterias del medio marino también cambian las bacterias con las cuales el mucus
de la espina tiene contacto, probablemente esta interaccion del mucus de la espina
con diferentes bacterias, sea la responsable del cambio de la microbiota asociada a
la espina, lo que sugiere que esta microbiota puede ser transitoria y su presencia es

dependiente, de si se encuentra o no en el medio marino.
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10 Conclusiones

En este trabajo se propuso como hipotesis la existencia de sustancias con capacidad
citotoxica asociadas a los componentes de la espina presente en la aleta caudal, de
la raya Hypanus dipterurus implicadas en el dafio celular. Esta hipotesis es aceptada
debido a que, el extracto del epitelio de la raya diamante presenta citotoxicidad,
siendo especificamente toxico para lineas celulares de cancer (HelLa) y no toxico
para lineas celulares sanas en esta caso FsGH, ademas de que ambos extractos de
epitelio (EE-PBS y EE-MQ) causaron perdida de viabilidad en la linea celular HeLa
aunque con diferente porcentaje de viabilidad, corroborando que independientemente

del medio en el que se realice el extracto, se conservan las propiedades citotoxicas.

Otra de las razones con la cual se comprueba que la hipétesis propuesta se acepta
es el hecho de que el extracto del epitelio de H. dipterurus tiene la capacidad de
hidrolizar la gelatina. Esta misma actividad esta conferida a co-cultivos de temporada
fria y temporada célida, siendo la gelatina el principal componente del colageno, por
tanto, si los componentes de la espina dafan el soporte de la matriz extracelular
(colageno), desencadenarian un proceso inflamatorio provocando de manera

indirecta un dafio celular.

Se comprobé que la toxicidad no esta dada por actividad hemolitica ni caseinolitica,
ya que, bajo las condiciones experimentales estipuladas, en ninguno de los ensayos
se observo hidrolisis de la caseina, ni f-hemolisis, efectuada por parte de ninguno de

los componentes asociados a la espina.

También se encontré otro tipo de toxicidad que fue dada por los metabolitos
secundarios producidos por las bacterias embebidas en el mucus que recubre la
espina de la raya. Fue posible observar que, aunque a bajas concentraciones los
extractos de las bacterias de la espina no fueron téxicos, pero a altas
concentraciones si lo fueron, ademas los productos extracelulares de ambas

temporadas demostraron ser citotoxicos en el ensayo de MTT.
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Con los resultados obtenidos se puede inferir que los componentes de la espina de
H. dipterurus poseen una mezcla diversa de moléculas como proteinas de diferentes
pesos moleculares y entre ellas una proteina anionica glicosilada, enzimas y otros
componentes farmacolégicamente activos, concluyendo que H. dipterurus posee en
los componentes de su espina, sustancias con actividad citotdxica, producidas tanto
por las bacterias asociadas a su aparato espinoso, como por las propias células del
epitelio que recubre la espina, ya que no existe una glandula macroscopica
productora de compuestos citotoxicos.

11 Recomendaciones

1. El ensayo se realiz6 con lineas celulares continuas. Este tipo de linea celular
tiende a mantenerse viable siempre y cuando este en las condiciones
adecuadas. Se sugiere repetir el estudio en lineas celulares sanas de cultivo
celular primario y no continuo para observar si se repite el fendbmeno de
aumento de viabilidad (como en el caso de FsGH) y poder hacer la presuncion
de una sustancia con posible regeneracion celular. Esta inferencia se hace
debido a que la espina de H. dipterurus muda por lo que debe excretar
sustancias de proliferacion celular que hagan que las células pasen de la fase
GO0 a G1 iniciando proliferacion celular contribuyendo asi a la regeneracion
celular.

2. Repetir el ensayo realizando los extractos de epitelio en agua tetradestilada
mas glicerol al 10% en diferentes lineas celulares sanas para observar si la
toxicidad del epitelio de H. dipterurus es especifica. Es decir, si este epitelio
s6lo se muestra toxico para células cancerigenas, pero no para células sanas.

3. Evaluar la toxicidad del epitelio de la raya H. dipterurus mediante diferentes
técnicas de extraccion y medio de conservacion.

4. Extraer los metabolitos de cada una de las bacterias por separado para
conocer quien o quienes son las responsables de la actividad citotdxica sobre

las lineas celulares.
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5. Realizar la purificacion de cada una de las bandas observadas en los geles
SDS-PAGE, una vez purificada la proteina, probar su citotoxicidad en
diferentes lineas celulares y realizar la identificacion de las proteinas con
actividad citotoxica.

6. Realizar el mismo estudio en rayas marinas de otra especie.
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