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1. Resumen:

El calentamiento global ha modificado los patrones climaticos y de oleaje del mar, provocando dafios
en los organismos marinos, como las anémonas de mar. Las anémonas emplean estrategias
biolégicas para sobrevivir, como la reparacion de tejidos y la sintesis de proteinas. Nosotros
proponemos que las respuestas bioldgicas ante una herida, a nivel morfoldgico, tisular y proteinicos,
evidencia la capacidad adaptativa de la anémona, que le permiten hacer frente al dafio ambiental y
proponer un modelo de vulnerabilidad. Por ello el objetivo de esta investigacion fue utilizar
biomarcadores morfol6gicos, tisulares y proteinicos en la anémona de mar, para estimar la capacidad
adaptativa y proponerla dentro del modelo de vulnerabilidad. Para abordar este objetivo, se utilizaron
anémonas de mar de Tecolutla, Veracruz, México, debido a que sus condiciones ambientales son
representativas de las variaciones que estas anémonas experimentan en su habitat natural. Las
anémonas fueron colocadas en un medio artificial controlado para su mantenimiento y se les sometio
a cambios graduales de temperatura con el fin de inducir la sedacion. Para evaluar la capacidad de
reparacion tisular, se tomé una primera biopsia en la region de la columna (TO) y posteriormente una
segunda biopsia en diferentes grupos representando las 8, 24, 48 y 72 h. Se fotodocumentaron los
cambios morfologicos en la regién de la herida. Adicionalmente, se analizaron las biopsias a nivel
tisular y proteinico. Por un lado, se cuantificaron tres biomarcadores a nivel tisular; el cdmulo celular,
el tejido conectivo de novo y la aparicion de nuevas estructuras musculares, que representan
respectivamente la inflamacion, fibrosis y regeneracion muscular. Por otro lado, se caracterizé el
perfil proteémico de las biopsias utilizando espectrometria de masas. Finalmente, se asociaron las
respuestas biolégicas (morfolégicas, tisulares y proteinicas) con la definicion de cada parametro de
capacidad adaptativa, exposicién y sensibilidad, para generar una matriz de datos y calcular la
vulnerabilidad. Como resultado, caracterizamos el estado basal de las anémonas y lo comparamos
contra los cambios ante la herida. Todos los organismos generaron una cicatriz después de las 72h.
Se observaron cumulos celulares en la biopsia a las 8 h posterior a la herida, cambios en el tejido
conectivo en todos los tiempos experimentales, y reestructuracion de la red muscular
especificamente en la biopsia de 72 h. El andlisis proteémico reveld la presencia de un centenar de
proteinas, de las cuales, las proteinas enzimaticas dieron informacion valiosa de procesos
metabdlicos, fisioldégicos y patoldgicos. Se asociaron siete enzimas que estuvieron implicadas
directamente con las respuestas biol6gicas tisulares (inflamacion, fibrosis y regeneracion muscular).
Finalmente, para calcular la vulnerabilidad se integraron los biomarcadores ya mencionados para
evaluar la capacidad adaptativa, sensibilidad y exposicién para cada tiempo. La vulnerabilidad de la
anémona ante una herida, indic6 que a menor tiempo experimental (T 08) el organismo es méas
vulnerable (5.67), y a mayor tiempo experimental (T 72) es menos vulnerable (-0.11). En este trabajo
las respuestas bioldgicas, inflamacion, fibrosis y reestructuracion de la red muscular, reflejaron un
patrén durante la reparacion tisular en los tejidos en la anémona. El patrén de respuestas tisulares
esta directamente relacionado con la funcién de ciertas proteinas enzimaticas, mostrando que las
respuestas proteinicas regulan los procesos de reparacion tisular. La relacién de las respuestas
morfologicas, tisulares y proteinicas en anémonas ha sido poco estudiada, a pesar que revela
procesos bioldgicos en la reparacion tisular. Se recomienda la utilizacién de los modelos de
vulnerabilidad con el proposito de generar escenarios del estrés ambiental e informacion para
enfrentar la crisis climética.

Palabras Clave: Respuestas Biologicas, Herida, Reparacion tisular, Capacidad Adaptativa,
Vulnerabilidad.



2. Abstract

Global warming has altered ocean wave and climate patterns, causing damage to marine organisms,
such as sea anemones. These organisms employ biological strategies to survive, including tissue
repair and protein synthesis. We propose that the biological responses to injury, at the morphological,
tissue, and protein levels, demonstrate the anemones adaptive capacity to cope with environmental
damage, and we aim to propose a vulnerability model. Therefore, the objective of this research was
to use morphological, tissue, and protein biomarkers in sea anemones to estimate their adaptive
capacity and incorporate these findings into the vulnerability model. To achieve this objective, sea
anemones from Tecolutla, Veracruz, Mexico were selected due to the environmental conditions there,
which closely resemble the variations these anemones encounter in their natural habitat. The
anemones were placed in a controlled artificial environment for maintenance and subjected to gradual
temperature changes in order to induce sedation. To assess their tissue repair capacity, an initial
biopsy was taken from the column region (T0), followed by additional biopsies from different groups
at 8, 24, 48, and 72 hours. Morphological changes in the wound region were documented through
photography. Additionally, the biopsies were analyzed at both tissue and protein levels. At the tissue
level, three biomarkers were quantified: cell accumulation (inflammation), de novo connective tissue
formation (fibrosis), and the appearance of new muscle structures (muscle regeneration). At the
protein level, the biopsies' proteomic profiles were characterized using mass spectrometry. Biological
responses (morphological, tissue, and protein changes) were then linked to the adaptive capacity,
exposure, and sensitivity parameters to generate a data matrix for calculating vulnerability. As a
result, we characterized the basal state of the anemones and compared it to the changes observed
in response to wound. All anemones formed scars after 72 hours. At 8 hours post-injury, cell clusters
were observed in the biopsy, while changes in connective tissue were evident at all experimental time
points. Muscle network restructuring was specifically noted in the 72 hours biopsy. The proteomic
analysis revealed the presence of over 100 proteins, many of which are enzymatic. These enzymatic
proteins provided valuable insights into metabolic, physiological, and pathological processes. Seven
enzymes were directly associated with tissue biological responses namely, inflammation, fibrosis,
and muscle regeneration. Finally, the biomarkers were integrated to evaluate adaptive capacity,
sensitivity, and exposure for each time point, enabling the calculation of vulnerability. The results
indicated that the anemone's vulnerability to injury was highest at the shortest experimental time (T
08 = 5.67) and lowest at the longest time (T 72 = -0.11). In this study, the biological responses, such
as inflammation, fibrosis, and muscle network restructuring, reflected a clear pattern during tissue
repair in the anemone. These tissue responses are directly linked to the function of certain enzymatic
proteins, which regulate the tissue repair processes. Although the relationship between
morphological, tissue, and protein responses in sea anemones has been little studied, our findings
reveal important biological processes involved in tissue repair. The use of vulnerability models is
recommended for generating environmental stress scenarios and providing crucial data to address
the ongoing climate crisis.

Key words: Biological Responses, Wound, Tissular Reparation, Adaptive Capacity, Vulnerability.



3. Introduccién

La degradacion ambiental mundial ha ido en incremento por diversas actividades
humanas, como la extraccion de recursos naturales y el desecho de residuos
contaminantes al medio ambiente. Un proceso derivado de las actividades
antropogénicas es el Cambio Climatico (CC), el cual se refiere a los cambios a largo
plazo de la temperatura (calentamiento global) y los patrones climaticos (tormentas
e incrementos de oleaje), lo cual genera problemas en la sobrevivencia de los
organismos que habitan diferentes ecosistemas (Gomez Orea, 2013). El CC afecta
el medio ambiente terrestre y marino, provocando efectos negativos, interactivos y
acumulativos sobre la biota (Kim, 2015). Uno de los ecosistemas vulnerables por el
CC, son los arrecifes de coral, ya que el incremento de oleaje del océano tiene

implicaciones biolégicas, ecoldgicas y geomorficas (Yao et al., 2020).

La degradacion ambiental mundial ha ido en incremento por diversas actividades
humanas, como la extracciébn de recursos naturales y el desecho de residuos
contaminantes al medio ambiente (Gomez Orea, 2013). El Cambio Climatico (CC),
se refiere a los cambios a largo plazo de la temperatura y los patrones climaticos
(tormentas e incrementos de oleaje): estos cambios pueden ser naturales o por
actividades humanas que aceleran el almacenamiento de calor en la tierra (IPCC,
2022). Una de las causas del calentamiento climético es la generacion de problemas
en la sobrevivencia y salud de los organismos que habitan diferentes ecosistemas
(Gomez Orea, 2013; Leal Filho et al., 2022), ya que, afecta el medio ambiente
terrestre y marino, provocando efectos negativos, interactivos y acumulativos sobre
la biota (Kim, 2015). Uno de los organismos afectados por el CC son las anémonas,
al tener organismos simbiontes como Symbiodiniaceae, las altas temperaturas y el
incremento de la presién parcial del diéxido de carbono provocadas por el CC,
induce blanqueamiento en estos organismos y por lo tanto cambios en su fisiologia
(Pryor et al., 2021). De manera analoga, el incremento del oleaje es un factor que
genera dafios fisicos en sistemas arrecifales, ecosistemas naturales de las
anémonas, con implicaciones bioldgicas y ecoldgicas para estos organismos (Yao
et al., 2020).



Las anémonas, pertenecen al grupo de Cnidarios, desempefian un papel importante
en el ecosistema marino. Son animales predadores que se alimentan de organismos
de vida libre como crustaceos, moluscos y peces, actuando como vinculo entre los
ecosistemas pelagicos y bentdnicos; desempefian funciones biogeoquimicas clave
en los ecosistemas bentdnicos. En su mayoria son animales solitarios, pero algunos
muestran simbiosis, especialmente en ecosistemas de arrecife de coral donde
ofrecen refugio y proteccion a otros animales del arrecife y a cambio reciben restos
de comida y desechos metabdlicos de peces como fuente de nitrégeno (Briones-
Fourzan et al., 2012; Menezes & Thakur, 2022). Sus respuestas biologicas son
importantes ya que, proporcionan informacion de su estado fisioldgico y sobre su
capacidad para responder ante el cambio climatico, lo que eventualmente puede
permitir disefiar estrategias para poder mitigar o reducir el dafio causado por el CC
(Reyna-Fabian et al., 2018). Para determinar el estado fisiol6gico de un organismo,
se utilizan biomarcadores, respuestas biolégicas que se miden y evaluan (Hook
et al.,, 2014; Lomartire et al., 2021). Las anémonas han desarrollado estrategias
biol6gicas para adaptarse a los cambios del ambiente, entre ellas se encuentra el
proceso de regeneracién y reparacion tisular, habilidades que participa en la
regulacion del estrés ambiental, ya que permite hacer frente a heridas inducidas por
el cambio ambiental. La regeneracibn es la capacidad del organismo
completamente desarrollado para reemplazar tejidos mediante el crecimiento o la
redireccion de los patrones del tejido somatico (Wolpert et al., 2015). El mecanismo
de reparacion tisular comprende diversas fases en las cuales intervienen procesos
de inflamacion, fibrosis y miogénesis (Midwood et al., 2004; Pacheco, 2017). La
inflamacion es una respuesta del sistema inmune que asegura la sobrevivencia de
los organismos durante una infeccion o lesién y es necesaria para el mantenimiento
de la homeostasis de los tejidos (Ahmed, 2011). La fibrosis implica la formacion de
tejido conjuntivo fibroso o granular (cicatrizacion) para reemplazar la falta de otro
tipo de tejido, pero no restaura la funcidbn normal del tejido, mientras que la
miogénesis involucra procesos de proliferacion y diferenciacion celular, generando
estructuras musculares nuevas que conducen a la restauracion de la funcién normal

(Neighbors & Tannehill-Jones, 2010). La redireccién de los patrones del tejido



implica la activacion de procesos celulares, bioquimicos, proteinicos y genéticos,
estas respuestas son evidentes a través del uso de biomarcadores (Baraja-Vasquez
etal.,, 2005; Coronato etal., 1999; Wolpert etal.,, 2015). Los biomarcadores
proteinicos proporcionan informacion de la adaptabilidad y la fisiologia de un
organismo en relacion con su entorno, brindando una herramienta para el analisis
de respuestas de los organismos ante el estrés ambiental (Kim, 2015). Las
respuestas bioldgicas y los biomarcadores dan cuenta del estatus fisiologico de los
organismos y pueden asociarse como indicadores de vulnerabilidad, facilitando la
toma de decisién en la planeacion del uso de recursos acuéticos y de gestidon

ambiental (Jer6nimo-Juarez et al., 2020)

4. Generalidades

Los Cnidarios, al igual que otros animales invertebrados, se han utilizado como
modelos para estudios de regeneracién (Wolpert et al., 2015), se ha demostrado
gue poseen gran capacidad de adaptabilidad por su aparicion hace 700 millones de
afos (Moyes & Schulte, 2007). Dentro de los cnidarios se encuentran las anémonas
de mar, organismos que actualmente son utlizados en investigaciones de
evolucion, fisiologia, evolucion y regeneracion (Amiel et al., 2015; Cheung et al.,
2024; Singer, 1971).

Las anémonas de mar, presentan forma de pélipo, término utilizado para describir
una forma de tubo que esta rodeada de tentaculos en la region apical (parte oral del
organismo) y un disco basal que le permite fijarse al substrato dandole un caracter
sésil (Fig. 1). Las anémonas presentan una caracteristica celular del grupo al que
pertenecen, la presencia de células denominadas cnidocitos. Ciertos organelos
(cnido o nematocisto) de los cnidocitos tienen caracteristicas punzantes y adhesivas
con lo cual pueden generar una respuesta venenosa al contacto (Lazcano Pérez
et al., 2020). La pared del cuerpo esta compuesta de epitelio externo (ectodermo) y
de epitelios que recubren la cavidad gastrica (gastrodermis). Estas dos capas, estan
separadas por una substancia parecida a un gel, denominada mesoglea donde
existen mas de 20 tipos celulares (Wolpert et al., 2015). Las anémonas, presentan

células especializadas como los cnidocitos, amebocitos, las células mioepiteliales,
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intersticiales, sensoriales o nerviosas y glandulares, entre otras (Zamponi, 2007;
Zamponi & Deserti, 2009). Las células intersticiales, con capacidad totipotente, son
denominadas células madre y dan origen a células especializadas como los
cnidocitos. Se ha propuesto que la alta capacidad regenerativa entre células
epiteliales y células madre es similar (Gold & Jacobs, 2013; Wolpert et al., 2015).
En estudios de evolucion, se considera que las células mioepiteliales son las
primeras células musculares en aparecer en animales. El primer grupo de animales
en presentar células mioepiteliales es el de los cnidarios. Su principal funcion es la
de recubrir y proteger al organismo del medio externo y provocar contracciones

musculares (HUndgen, 1984).

Tentaculos

Fig. 1. Aspecto general de la anémona Bunodosoma cavernatum. En A)
observe en la region apical los tentaculos y en la regién subyacente una
estructura cilindrica cubierto por verrugas. En B) se sefialan las secciones
morfolégicas de la anémona (tentaculos, disco oral, columna y disco pedio).



5. Estado del Arte

Los cnidarios son organismos antiguos que aparecieron aproximadamente hace
580 a 700 millones de afios, los cuales emplean estrategias bioldgicas eficaces para
resistir los cambios en el ambiente, como la regeneracion, que les permite sobrevivir
a heridas (Darling et al., 2005; Galliot & Schmid, 2002; Moyes & Schulte, 2007). Los
cnidarios representan buenos modelos de estudio, debido a la posicion clave que
ocupan en el arbol evolutivo y por ser los primeros organismos en presentar células
de tipo muscular (Moyes & Schulte, 2007). La regeneracién de anémonas se ha
estudiado por medio de la amputacion de la region oral, reportandose que células
intersticiales indiferenciadas pueden estar generando proliferacion celular y que
ademas mediante la migracion celular pueden compensar la pérdida de células
derivadas de las heridas. Sin embargo, los estudios que describen los eventos
morfolédgicos, celulares y moleculares son escasos y muy heterogéneos en sus
enfoques experimentales (Amiel et al., 2015; Singer, 1971; van der Burg et al.,
2020), a pesar gque, debido a su tamafo, estos organismos son de facil colecta y
permiten realizar estudios tisulares. La reparacion del tejido es una serie de eventos
superpuestos (respuesta inflamatoria, fibrosis, regeneraciéon) que comienza
inmediatamente después de la induccién de una herida (Midwood et al., 2004). Las
anémonas de mar, son un modelo de investigacion que responde facilmente a las
heridas (Amiel et al., 2015; Young, 1974) y que utiliza su capacidad de reparacion
de tejidos para sobrevivir ante diversos estresores, como depredadores y cambios

ambientales bruscos (van der Burg et al., 2020).

En el reino animal se ha reportado la capacidad de sintesis de proteinas y otras
respuestas moleculares ante diversos estresores ambientales (Baraja-Vasquez
et al., 2005; Chen et al., 2018). La estructura y funcion de las proteinas (prote6mica)
permite conocer el estado de una célula, tejido u 6rgano al momento de la obtencion
de la muestra, permitiendo relacionar sus respuestas bioldgicas con el entorno. Esta
herramienta se ha empleado para identificar biomarcadores de contaminacion y
enfermedades. En problematicas ambientales, como la acidificacion del océano, se

ha reportado un cambio en la concentracion de proteinas involucradas con la



energia del metabolismo y respiracion en organismos marinos (Kim, 2015). En la
actualidad, existen pocos estudios del papel de las proteinas en anémonas ante
fendbmenos de cambio climatico (Dominguez-Pérez et al.,, 2018; Maskrey, 2021,
Melendez-Perez et al., 2023; Sproles et al., 2019). Se ha reportado la participacion
de proteinas que intervienen en la sefalizacién molecular durante el desarrollo y
diferenciacion de las anémonas (Kusserow et al.,, 2005). Estudios recientes
mostraron que los neuropéptidos controlan una serie de procesos biolégicos como
la contraccion muscular, la diferenciacion neuronal y la metamorfosis (Takahashi,
2020). Otras proteinas y genes con factores transcriptomicos controlan la
diferenciacion celular, de esta manera se ha reportado que ciertas proteinas como
la actina, miosina Il, tropomiosina y enzimas como creatina fosfocinasa actlan
durante la diferenciacion de tipo muscular (Wolpert et al., 2015). Especificamente,
cuando se genera una herida en los cnidarios, se ha reportado la participacion de
genes (Wnt) y proteinas (B-catenina) que participan en los procesos de
regeneracion. Existen factores de transcripcibn miogénicos (MyoD y MRFs) que
actuan en el desarrollo y estructuracion de los musculos, sin embargo, en las
anémonas se desconoce codmo se desarrollan y como se restructuran los masculos
(Jahnel et al., 2014). En la base de datos de UniProt (https://www.uniprot.org/), se
han reportado proteinas de anémonas de mar, sin embargo, se desconoce la
funcién de la mayoria. Los biomarcadores proteinicos, dan evidencia de proteinas
especificas, como las denominadas regeneradoras (lectinas tipo C) que participan
en la diferenciacion y proliferacion de diferentes tipos celulares asociadas a
patologias (Parikh et al., 2012). Para comprender los procesos de regeneracion y
reparacion tisular en anémonas, e inferir su respuesta ante una herida provocada
por estrés ambiental como el incremento de oleaje, las técnicas de prote6mica

pueden ayudar a este proceso.

Los cambios ambientales y el estrés ambiental, propician respuestas biolégicas y
patologias que pueden detectarse con ayuda de biomarcadores en los organismos
acuaticos. Existen reportes, sobre el efecto del estrés ambiental y cada efecto tiene
una implicacion fisioldgica, metabdlica y, por lo tanto, una interpretacion ecolégica

(Hoegh-Guldberg etal., 2007). Es importante mencionar que también las
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habilidades biologicas de los organismos para sobrevivir ante los cambios
ambientales, puede ser alterada por la toxicidad (Hook et al., 2014). El biomonitoreo,
considera componentes fisioldgicos, biolégicos y bioquimicos; y la suma de estas
respuestas da una evaluacion sobre la salud de los individuos (Newman & Newman,
2009). El uso de biomarcadores esta ampliamente recomendado para evaluar el
efecto del estrés ambiental, tal es el caso de la histopatologia y la protedmica. La
histologia permite conocer las caracteristicas internas de un organismo, asi como
sus tejidos y células que lo conforman (Azin et al., 2021). Al conocer la conformacion
‘basal” de un organismo, se pueden dar diagnosticos de salud mediante la
identificacion de anormalidades de tejidos o células (Saraiva et al., 2015). Por otra
parte, recientemente se han realizado investigaciones de protedmica para analizar
cambios fisiol6gicos provocados por el estrés ambiental. El uso de biomarcadores,
también permite hacer un andlisis diferencial del efecto de las variaciones
ambientales sobre la fisiologia de las anémonas. Los estudios de prote6mica en
cnidarios o0 anémonas son escasos, por lo que su estudio representa el encuentro
de biomoléculas novedosas que faciliten entender y explicar sus procesos
biolégicos (Alcantar Orozco, 2020).

Organizaciones como el Panel Intergubernamental ante el Cambio Climético ha
establecido que los cambios ambientales, puede llevar a impactos graves y
generalizados. Derivado de estas condiciones, ciertos grupos de especies no son
capaces de adaptarse o reubicarse, provocando un riesgo de extincion (Carantofia
& Hernandez, 2017). Los analisis de vulnerabilidad otorgan informacion sobre la
magnitud del dafio esperado por el cambio climéatico. Ademas, permite disefar
estrategias de adaptacion para poder mitigar o reducir el dafio causado (Reyna-
Fabian et al., 2018). Los estudios de vulnerabilidad y de capacidad adaptativa de
los organismos, se requieren para generar programas para la conservacion de la

biodiversidad y cuidado del ambiente.

En algunas regiones de México se han realizado estudios de la calidad del ambiente
y de las alteraciones en organismos provocadas por estrés ambiental (Gold-Bouchot

et al., 2007). Sin embargo, no existen estudios sobre las anémonas donde se evalué



el impacto del cambio climético y sus consecuencias, como heridas provocadas por
el incremento e impacto del oleaje, y menos aun sobre los procesos fisioldgicos que
se activan para ajustarse a este cambio. En nuestro pais, se ha reportado una gran
variedad de tipos de anémonas desde la region norte del estado de Veracruz hasta
la region del Caribe (Gonzélez-Mufioz et al., 2013). Tecolutla, Veracruz es la playa
mas cercana a la ciudad de México, es una region contaminada por el vertimiento
de aguas residuales y residuos toxicos sin tratamiento, con sobrepoblacién, mal
manejo de la basura y falta de educacién ambiental (Gémez Bernal et al., 2021;
Ramirez-Trejo et al., 2019). En Tecolutla, se distribuyen diferentes géneros y
especies de anémonas que no han sido identificadas taxon6micamente a excepcion
del género Bunodosoma cavernatum la cual fue identificada mediante caracteres
taxondémicos morfologicos (Valdez Peralta, 2022; Valdez-Peralta et al., 2019). Las
anémonas pueden ser utilizadas como bioindicadores para el monitoreo de los
efectos del cambio climético. Para evitar el sacrificio de los animales durante las
investigaciones, se recomienda la obtencion de biopsias que pueden ser analizadas
a través de biomarcadores de respuestas biolégicas (Vignoli et al., 2004). El uso de
las anémonas facilita los estudios histopatolégicos y protedmicos, ya que estos
biomarcadores dan cuenta del estado fisiolégico de los organismos y permiten al

mismo tiempo, vincular las respuestas bioldgicas con la vulnerabilidad de la especie
(Fig. 2).
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Fig. 2. Respuestas bioldgicas y biomarcadores para estimar la vulnerabilidad.
(Tomado de Madeira et al., 2022).

Los modelos de vulnerabilidad (Fig. 3) permiten determinar la predisposicion de un
sistema que puede ser afectado negativamente por un factor determinado, sin
embargo, el concepto de vulnerabilidad ha sido utilizado en diferentes disciplinas,
como la agricola, econémica y social, pero no hay un consenso de su significado
(Fortini & Schubert, 2017; Ruiz-Montoya et al., 2017). A pesar de ello, existe la
necesidad de conocer como los sistemas biolégicos, pueden dar respuesta a
situaciones de presién o perturbacion, con la finalidad de adoptar medidas de
prevencion, resistencia y mitigacion. En la evaluacion del cambio climatico, el IPCC
promueve la definicion de vulnerabilidad como “el grado por el cual un sistema es
susceptible o incapaz de hacer frente a los efectos adversos del cambio climatico™,
en el cual, el sistema es expuesto, es sensible y tiene capacidad adaptativa”
(Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC), 2023). En cambio, no se ha
podido concertar una definicion de la vulnerabilidad de sistemas biolégicos, la cual
es escasamente tratada, aunque necesaria para la gestion ambiental. El enfoque
elegido para evaluar la vulnerabilidad debe basarse en los objetivos de los

profesionales, la confianza en los datos e informacidén existentes y los recursos
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disponibles (Staudinger et al., 2016). Diversos autores coinciden que la evaluacién
de vulnerabilidad contempla los parametros de; dafio o exposicion a situaciones
de estrés, de la sensibilidad que tienen los organismos, y la capacidad adaptativa
para hacer frente a la tension y sus impactos o consecuencias (Brinker & Jones,
2012; Fortini & Schubert, 2017; B. E. Young etal.,, 2009, 2012). La gestién
ambiental, requiere de lineas de accion que reduzcan la vulnerabilidad y conocer y
fortalecer la capacidad adaptativa de los sistemas biologicos para moderar dafios
potenciales, tomar ventaja de las oportunidades, y hacer frente a sus consecuencias
(DOF, 2024). En consecuencia, este trabajo busca evaluar, mediante las respuestas
bioldgicas, la capacidad adaptativa de la anémona Bunodosoma cavernatum,
induciendo una herida similar a las provocadas por el incremento del oleaje derivado

del cambio climético y, proponer un modelo de vulnerabilidad.

Vulnerabilidad Exposicion Sensibilidad Capacidad Adaptativa
Grado de estrés que experimenta un Grado en que un sistema Capacidad de un sistema para
- sistema determinado con la variabilidad + construido, natural o creado - adaptarse a los cambios,
climatica. Esto incluye cambios como la por el hombre se vera gestionar los dafios, aprovechar
magnitud y la frecuencia de los afectado por los cambios en las oportunidades o hacer
fenémenos extremos. las condiciones climaticas. frente a las consecuencias.

Fig. 3. Modelo de vulnerabilidad tomado de CIRCA (Connecticut Institute for
Resilience & Climate Adaptation, 2021).
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6. Hipotesis
Las respuestas biologicas ante una herida, como los cambios morfologicos, tisulares
y proteinicos, evidencian la capacidad adaptativa de la anémona Bunodosoma
cavernatum, que le permiten hacer frente al dafio ambiental y proponer un modelo

de vulnerabilidad.

7. Objetivo general.

- Estimar la capacidad adaptativa de la anémona Bunodosoma cavernatum,
induciendo una herida y cuantificando las respuestas biolégicas mediante
biomarcadores morfoldgicos, tisulares y proteinicos dentro de un modelo de

vulnerabilidad

8. Objetivos especificos.

- Desarrollar un protocolo para la colecta, transporte, mantenimiento y sedacion de
las anémonas, que permita la obtencion de biopsias sin el sacrificio del modelo

experimental.

- Reconocer y caracterizar la estructura tisular de las anémonas para evidenciar las

respuestas bioldgicas que se inducen a partir de una herida.

- Realizar un bioensayo induciendo una herida para evaluar las respuestas

bioldgicas a través del tiempo y seleccionar patrones del proceso de regeneracion.

- Reconocer y cuantificar biomarcadores morfolégicos y tisulares, durante el proceso

de regeneracién, como indicadores de la capacidad adaptativa.

- Caracterizar perfiles proteinicos mediante geles de electroforesis a diferentes
tiempos experimentales para evidenciar cambios en su protedmica en procesos de

regeneracion tisular.

- Analizar el proteoma mediante espectrofotometria de masas para identificar las

proteinas que participan en el proceso de reparacion tisular.

13



- ldentificar las respuestas de los biomarcadores morfologicos, tisulares y

proteinicos para estimar la capacidad adaptativa.

- Proponer biomarcadores morfolégicos, tisulares y proteinicos observados, como
indicadores potenciales de exposicion y sensibilidad para estimar el modelo de

vulnerabilidad.
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9. Método

A‘::':“f;)‘as —~| Caracterizacion morfologica, tisular y proteinica

¥ 1 ¥
Mantenimiento de organismos en acuarios| |Diseccion = Columna (biopsia). Analisis de péptidos tripticos
marinos Fijacion = Formol 10%. Cromatografia de fase reversa c18
Observacion  de la  anémona con| |Corte -2 5 um (3 cortes scriados) Secuenciacion:  espectrofotometria  de
microscopio estereoscopico Tincion = H-E, Tricromica de Masson | [masas (ESI/MS)
Captura de la estructura macroscopica de| |Observacién al microscopio (324 Obs.) Andlisis por programa computacional
la anémona (AxioVislion) Captura de fotograﬁe:s (AxioVision) (Scaffold). i

¥

Bioensayo de regeneracion

[} ]
T

Biopsia ler 2da
| Biomarcadores |
|
v ¥
Analisis morfolégico Analisis histopatolégico Pruebas proteinicas
Visualizacion de la zona de herida Identificacion y seleccion de respuestas| |Identificacion y clasificacion de proteinas
Medicion del cierre de herida a través del| |biologicas:  inflamacion, fibrosis  y| |por funcion
tiempo regeneracion muscular. Vinculacidén de enzimas con las reparacién
Fotodocumentacion del proceso de cierre| |Cuantificacion y captura de fotografias de| |tisular
de herida respuestas bioldgicas (AxioVision) Seleccion de enzimas relacionadas con las
respuestas biologicas tisulares

! }

‘ Asociacion de respuestas biologicas con los parametros de vulnerabilidad: Exposicion, Sensibilidad y Capacidad Adaptativa |

|

Calculo de los parimetros mediante una matriz de datos y una metodologia de rango |

]

Implementacion en la propuesta del modelo de vulnerabilidad
Vulnerabilidad = Exposicion + Sensibilidad — Capacidad Adaptativa (Connecticut Institute for Resilience & Climate Adaptation, 2021)

Fig. 4. Resumen de la metodologia empleada para el desarrollo de
investigacion.

9.1. Trabajo de campo
Se desarrollaron incidentalmente doce ejemplares de anémona de Tecolutla,
Veracruz (Anexo 1), en el PIMVS — CIDMIRA-UAMI (Predio e Instalaciones para el
Manejo de Vida Silvestre — Centro de Investigacion y Docencia para el Manejo
Integral de Organismos Acuaticos SEMARNAT-UAMI 09-LR0900-11-17). Para
garantizar el bienestar animal se mantuvieron a los organismos en un espacio
adecuado, con alimentacion suficiente y con condiciones ambientales apropiadas.
Se colocaron en una zona de cuarentena por dos semanas para asemejar las
condiciones fisicoquimicas del medio ambiente, como la temperatura, salinidad, luz,

etc; y observar su comportamiento en un medio artificial.
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9.2. Mantenimiento de organismos
Los organismos fueron aclimatados en dispositivos con control de temperatura (25-
30 °C) y salinidad (35-37 ppm) (Valdez Peralta, 2022). Estas mismas condiciones

se mantuvieron durante el mantenimiento y la experimentacion en el laboratorio.

9.3. Trabajo de Laboratorio

9.3.1.Sedacion y manejo de organismos. Para el manejo de las anémonas se utilizd
un vaso de precipitado con agua de su medio. El proceso de anestesia consistié en
bajar la temperatura del agua salina mediante la adicion de 30 ml de agua de mar
refrigerada cada minuto durante 18 repeticiones. Alcanzando una temperatura de
15 °C del agua con los organismos, y se coloco el recipiente en el congelador hasta

alcanzar una temperatura de 0 °C.

9.3.2. Bioensayo de herida. Se realiz6 un bioensayo con doce organismos divididos
en cuatro lotes de tres organismos para evaluar la regeneracion como indicador de
la capacidad adaptativa. Los tiempos experimentales para cada lote fueron 8, 24,
48 y 72 h. A cada organismo se les realizd una primera biopsia en la zona media de
la columna con un sacabocados para biopsias dermatoldgicas (punch) de 3 mm de
diametro (Vignoli et al., 2004). Después del tiempo establecido para cada lote, se
tomo6 una segunda biopsia sobre el borde de la herida. Las biopsias se analizaron
mediante técnicas histologicas y protedmicas. En la Fig. 5. se representa el
procedimiento de colecta, transporte, mantenimiento, sedacién y toma de biopsias

del proyecto de investigacion desarrollado.
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Fig. 5. Descripcion fotografica de la zona rocosa donde se asocian las
anémonas y su manejo experimental. A) Zona rocosa donde se asocian
organismos bentonicos. B) Transporte de organismos mediante recipientes
de unicel con una bomba de aire acoplada. C) Montaje de acuarios con los
parametros fisicoquimicos recomendados y mantenimiento de organismos.
D) Sedacion de las anémonas de mar mediante cambios parciales de agua
salada fria y con una base de hielo. E) Obtencién de biopsias mediante un
punch en la regién de la columna.

9.3.3. Analisis Morfologico. Se colocaron los organismos en recipientes cuadrados
de plastico para realizar observaciones detalladas de las anémonas de mar con
ayuda de un microscopio estereoscopico marca MOTIC SMZ 1618 Porta Optica y
un SteREO Discovery.V20. Se realizé una captura de fotografias mediante una
camara AxioCam MR3 y se procesaron con un programa computacional AxioVs40
V 4.8.2.0. Con ayuda de los microscopios se analiz6 y fotodocumenté la estructura
macroscopica de la anémona, de manera analoga, se dio seguimiento del proceso

de cierre de la herida en los diferentes tiempos experimentales.

9.3.4. Analisis Tisular. Tres biopsias de cada lote de organismos, se fijaron con

formol al 10%. Las biopsias fueron incluidas en parafina para su analisis histoldgico.
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Se obtuvieron, con ayuda de microtomo, tres cortes seriados de 5 um. Los cortes
fueron tefidos con hematoxilina-eosina y Tricromica de Masson, para evidenciar la
presencia de musculo, colageno y epitelios (Prophet et al., 1995). Los tejidos se
analizaron en un microscopio Optico marca CARL ZEISS® Primo Star y en un
microscopio invertido Axio Observer Z1 Apotome, para reconocer las estructuras
tisulares caracteristicas (mesoglea y red muscular) y grupos celulares
caracteristicos (cnidocitos, células epiteliomusculares y células epidérmicas), asi
como las respuestas tisulares derivadas de la herida en la region de la columna.
Posteriormente, se seleccionaron 3 secciones por cada laminilla que fueron
observados con objetivos de 10X y 40X para lograr una amplificacion, con un total
de 324 observaciones, para analizar las respuestas biologicas derivadas de la
herida. Cada seccion se digitalizé con una camara CANON® modelo Power Shot
G10, con ayuda de un programa computacional AxioVs40 V 4.8.2.0, las imagenes
se procesaron mediante la funcion “measurement function”, para obtener el area
(um?) de cada una de las alteraciones y asi poder determinar los cambios graduales
a través de los tiempos experimentales. Los datos fueron recabados en la base de
datos ETMIRA (https://ecotoxicologia.com), para su posterior analisis.

9.3.5. Analisis Proteémico. Para obtener la concentracién de proteina total de la
biopsia, se utilizé un buffer de fosfatos (PO4’s) 20 mM, pH 7, se centrifug6 en dos
ocasiones a 13,000 g por 20 y 15 min respectivamente a 4 °C. Tres biopsias de
cada lote, se congelaron con nitrégeno liquido para romper el tejido, para esto se
colocé la muestra en un mortero y con ayuda del pistilo se tritur6 y se pulverizé para

posteriormente colocarlo en un tubo eppendorf.

Se estandariz6 el método de extraccion de proteinas con dos soluciones
amortiguadoras (Buffer de fosfatos, pH 7 y Tris 100 mM, NaCl 0.5 M, EDTA 10 mM,
pH 7.5). La muestra se centrifugd 15 min a 14,000 rpm a 4°C en una centrifuga
refrigerada (Velocity 14R, 6627001, Dynamica). El sobrenadante fue recuperado y

almacenado a -20°C hasta su utilizacion.

9.3.6. Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford. Se realizé una curva

de calibracién con albumina de suero bovino (0.5 mg/mL). Se colocaron diferentes
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concentraciones de proteina. Posteriormente se agregdé 1 mL de reactivo de
Bradford y se ley6 en un espectrofotometro a 595 nm. Cada una de las absorbancias
obtenidas se graficd, para realizar una curva y obtener la ecuacién para saber la

cantidad de proteina presente en las muestras a procesar.

9.3.7. Analisis de proteina mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE-SDS). Para el analisis electroforético de las proteinas a diferentes tiempos
experimentales, se realizaron geles de poliacrilamida al 12%, colocando 15 pg de
proteina, en condiciones desnaturalizantes de acuerdo a la metodologia
originalmente descrita por Laemmli (1970). Los geles se corrieron durante 20 min a

120 V. Los geles fueron tefiidos para su analisis con tincion de Coomasie.

9.3.8. Analisis de proteinas por espectrometria de masas

9.3.8.1. Precipitacion de proteinas. Se utilizé acetona al 100% con una proporcion
4 a1 con la muestra. La muestra quedo a una concentracion de acetona al 80%. Se
colocé la muestra en un ultra congelador a -70 °C durante 1 h. Posteriormente se
centrifugaron 10 min a 14,000 RPM a 4 °C y se retir0 el sobrenadante, para
colocarlas en un congelador a 4 °C durante 1 dia para evaporar la acetona restante.
Sin residuos de acetona, se resuspendio la muestra con 200 yL de agua MiliQ y se
centrifugd 5 min a 14,000 RPM. Se tomé el sobrenadante y mediante alicuotas de
2 uL se cuantificaron las muestras mediante un Nanodrop a 280 nm. Es importante
que las muestras contengan una concentracion mayor de 50 mg/mL para poder
procesarlas y posteriormente se almacenan las muestras totales a -20 °C en un

congelador.

9.3.8.2. Digestion. En un volumen de 60 uL de agua miliQ se resuspendieron 50 ug
de muestra, se adicionaron 20 pL de urea y 30 yL de DTT 10 mM (ditiotreitol). Se
colocé por 30 min a 60 °C. Se dejé enfriar a temperatura ambiente cubriendo la
muestra con aluminio para evitar su degradacion. Se adicionaron 30 uL de IAA 50
mM (acido indol-3-acético) por 30 min a temperatura ambiente. Se adicionaron 10
ML de DTT. Se adicionaron 200 yL de ABC 50mM (bicarbonato de amonio) y se
agitod la muestra. Se adicionaron 25 pL de Tripsina 0.1 ug/ uL, posteriormente las

muestras se dejaron reposar a 37 °C en una incubadora por 18 h.
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9.3.8.3. Desalado. Para la purificacion de la muestra se realizé una cromatografia
con puntas de micropipietas especializadas ZipTip C18 fase reversa marca Milipore.
El lavado de las puntas consistio en tomar 20 L de acetonitrilo (ACN), realizar 5
lavados y desechar. Después se tomaron 20 pyL de agua éacida (H20H) y se
realizaron 5 lavados. Ya con las puntas lavadas, se tom6 la muestra y se
resuspendié con la punta para cargar las proteinas en la columna. Al saturar la
columna, se tomaron 20 yL de H20H y se vertieron en la muestra 3 veces para
eliminar sales dentro de la columna. Se tomaron 20 yL de una solucién 50/50 de

H20H y ACN para eluir las proteinas en un tubo nuevo (Fig. 6).

[/ T | Py A

G ) W G ) > /D D /D
° 5 mussis 3 2 ‘
Veces veces veces veces
ACN H-0H H-0H H-0H NUEVO
100% 100% MUESTRA 100% ACN
50%

Controlar volumen

Fig. 6. Esquema del procedimiento para la eliminacibn de sales en la
determinacioén proteinica. Imagen de Mendoza Cruz (2024).
9.3.8.4. Cuantificacion. Se secaron las muestras en un Speedback
aproximadamente durante 12 h. Se resuspendieron con 20 uL de agua MiliQ y se
agitaron para posteriormente centrifugar por 5 min a 14,000 rpm. Las muestras se

cuantificaron en un Nanodrop y se procesaron en un HPLC.

9.3.8.5. Analisis LC-MS/MS. Un Sistema LC-MS que comprende un Ultimate 3000
Dionex — LTQ Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, USA) y una columna capilar
C18 PEPMAP (Thermo Fisher Scientific, USA) fueron usados para analizar los

péptidos tripticos generados por una solucién digestiva de cada muestra. Antes de
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realizar el andlisis, el equipo LTQ Orbitrap Velos se calibro utilizando una solucién
de iones positivos mixtos (LTQ ESI, Pierce, Thermo Fisher Scientific, USA). Para el
analisis, se inyectaron 0.5 pg de péptidos tripticos en el sistema. Los péptidos se
separaron utilizando un gradiente de 4%-85% de disolvente B (disolvente A era
agua y el disolvente B acetonitrilo, ambos con 0,1% de &cido formico) durante 120
min, manteniendo un caudal de 300 nL/min. Todos los espectros se adquirieron en
el modo de iones positivos. El método de adquisicion implicé una exclusion dinamica
ajustada a un méximo de 500 iones y 70 s de duracion de la exclusion. Los espectros
MS de barrido completo de m/z 400 a 1600 se adquirieron con un poder de
resolucién de 60 000, un ancho de aislamiento de 3,0 Da y 35 unidades de energia
de colision normalizadas arbitrarias. Se utilizaron alternativamente la disociacion
inducida por colisién y la disociacion activada por colision de alta energia para la
fragmentacion. El andlisis de los espectros fue realizado mediante el programa
computacional Scaffold (TM) version: Scaffold_5.3.3. Las proteinas determinadas
fueron comparadas con las reportadas en la base de datos de UniProt

(https://www.uniprot.org/) (Bateman et al., 2023) para determinar su funcion.

9.4. Asociacién de respuestas biolégicas con los pardmetros de
vulnerabilidad (capacidad adaptativa, exposicion y sensibilidad)

Las respuestas bioldgicas derivadas del bioensayo de herida se clasificaron en tres
niveles de organizacion biologica, los cuales son el morfologico, el tisular y el
proteinico. Se relaciondé cada respuesta bioldgica con la definicion de cada
parametro del modelo de vulnerabilidad (Fig. 3.). La capacidad adaptativa se
relacion6 con las respuestas biolégicas de la anémona que permiten adaptarse al
cambio o hacer frente a las consecuencias después de la herida. Se selecciono el
proceso de cicatrizacion, de regeneracién muscular y la presencia de proteinas que
participan en la miogénesis. El parametro de exposicion se asocio con la magnitud
y el grado de estrés, derivado de una herida. Se considero6 el diametro de la herida
(mm), los procesos inflamatorios y la presencia de proteinas relacionadas con la
inflamacion. Por Ultimo, el parametro de sensibilidad vinculo las respuestas

biol6gicas que reflejaran el grado de efecto en el sistema por condiciones del estrés.

21



En este caso se utilizo el cierre gradual de la herida, la fibrosis y las proteinas

asociadas con la fibrosis.

9.5. Calculo de los parametros de vulnerabilidad

Para estimar los parametros de vulnerabilidad se utilizo la clasificacion de los niveles
de organizacion (morfolégico, tisular y proteinico) como indicadores. Los
indicadores fueron evaluados mediante factores, que son las unidades cualitativas
0 cuantitativas de las respuestas biologicas durante el bioensayo de la herida. Los
factores fueron analizados utilizando una metodologia de rango, que es una
ponderacion de aritmética para obtener un valor numérico de 0 a 5. El valor
numeérico depende de la medida cualitativa o cuantitativa para cada factor. La
metodologia de rango, tiene un valor minimo de 0, y un valor maximo de 5, donde
0 indica el menor valor asociado al factor, y 5 del mayor valor asociado al factor. La
metodologia de rango se establecid por presencia, presencia parcial o ausencia de
factores, o bien con las magnitudes asignadas a las respuestas biolégicas. Los
valores obtenidos de cada factor dentro de los indicadores, fueron promediados
para obtener el valor del indicador para cada parametro. Por ultimo, se obtuvo el
promedio de los indicadores para asignar el valor de cada parametro. El parametro,
indicadores, factores, unidades y metodologia de rango se ilustran en la Tabla 1, 2

y 3.

9.5.1. Determinacion de la capacidad adaptativa. Los factores analizados para
calcular el valor de la capacidad adaptativa fueron los procesos de cicatrizacion, de
regeneracion muscular y la presencia de proteinas que participan en la miogénesis.

La unidad utilizada fue presencia o ausencia de los factores (Tabla 1).
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Tabla 1. Indicadores, factores y rangos utilizados para la determinacion del
parametro de la capacidad adaptativa.

Indicadores de la Capacidad Adaptativa

Datos Metodologia de Rango val ienad
Pardmetro  Indicador Factor Unidad 0 1 2 3 e
. . Ausencia o
Morfoldgico Cicatrizacion Ausenua! / Sin Herida He:rlda Cicatriz presencia de
Presencia abierta cicatriz

Sin

Restructuracion red Ausencia/ Sin dafio en Aa
regeneracion

Regeneracion Promedio de la

muscular Presencia red muscular red muscular  ausencia o
. red muscular 3
Tisular " = —— presencia de la
aa . . o Ausencia de Regeneracion Regeneracion
Reparacion base  Ausencia/ Sin dafio en . red y/o base
. base parcial base base
muscular Presencia base muscular muscular
muscular muscular muscular
- L Inactividad Actividad
Capacidad - . Actividad ey .
o Isoforma X8 similar a Ausencia / . ... . enzimatica enzimatica
adaptativa . . enzimatica sin
la titina Presencia herid de de
erida 4z Ha .
regeneracion regeneracion Promedio de la
. Inactividad Actividad ausencia o
. Actividad - . n .
- a . Ausencia / . ... . enzimatica enzimatica presencia de
Proteinico Homodlogo de titina ~ ' enzimatica sin .
Presencia herida de de enzimas
regeneracion regeneracion involucradas en
L Inactividad Actividad la miogénesis
X . Actividad - o 2 E
Fosfopiruvato Ausencia / ... . enzimatica enzimatica
. . * enzimatica sin
hidratasa Presencia . de de
herida 4z oA
regeneracion regeneracion
" . Promedio
Valor de Capacidad adaptativa = .
indicadores

9.5.2. Determinacion de los parametros de vulnerabilidad (Exposicion y
Sensibilidad). La exposicion fue evaluada mediante los siguientes factores: la
magnitud de la herida, los procesos inflamatorios y la presencia de proteinas
relacionadas con la inflamacion. La unidad utilizada fue el diametro de la herida

(mm) y la presencia o ausencia de los factores (Tabla 2).

Tabla 2. Indicadores, factores y rangos utilizados para la determinacién del
pardmetro de exposicion.

Indicadores de Exposicion

Datos Metodologia de Rango Valor asignado
Parametro Indicador Factor 0 &
Morfol6gico Diametro de la herida mm 0 1 2 3 4 5 mm de la herida
Sin Promedio de la
X Aglomeracién celular Ausencia/ Sin proceso Aglomerado ausencia o
Tisular X a2 o .~ aglomerado .
(inflamacion) Presencia inflamatorio celular presencia de
celular i o
inflamacién
Actividad Inactividad Actividad
Exposicion Cistationina gamma- Ausencia / L enzimatica enzimatica Promedio dela
" .~ enzimatica .
liasa Presencia . X de de ausencia o
sin herida . s . o4 .
L. inflamacion inflamacién _ presencia de
Proteinico — - -
L Inactividad Actividad enzimas
. . . Actividad N P .
Proteina 1 similar a  Ausencia / o e enzimatica enzimatica involucradas en
. . enzimatica n a2
quitinasa-3 Presencia . X de de la inflamacion
sin herida . Ag . o4
inflamacién inflamacion
Valor de Exposicién = . Pr?medlo
indicadores

La sensibilidad fue evaluada mediante los siguientes factores: el cierre gradual de

la herida (mm), la fibrosis (um?) y las proteinas asociadas con la fibrosis. La unidad
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utilizada fue la medida en longitud de la herida, el area de fibrosis y por la presencia

0 ausencia de proteinas asociadas a la fibrosis (Tabla 3).

Tabla 3. Indicadores, factores y rangos utilizados para la determinacion del
parametro de sensibilidad.

Indicadores de Sensibilidad
Datos Metodologia de Rango
Pardmetro Indicador Factor Unidad p 3

Valor asignado

mm del cierre de

Morfolégico Cierre de la herida mm 0 <0.5 0.6-1.5 16-2 2.1-25 23 .
la herida
. . ooz 2 38,318— 58,730— 101,046— 2 ) .
Tisular Fibrosis (area) pum 0 <38,317 58,729 101,045 549,261 >549,262 pm- de fibrosis
. Actividad  Inactividad Actividad  Promedio de la
. Ausencia / - e - i
B-galactosidasa .~ enzimatica enzimatica = = = enzimatica ausencia o
Presencia R . . . . g .
P, sin herida _ de fibrosis de fibrosis presencia de
2 . . Actividad  Inactividad Actividad enzimas
Procolageno-prolina Ausencia / S L S .
-dioxigenasa Presencia enzimdtica enzimatica - - - enzimatica involucradas en
e sin herida  de fibrosis de fibrosis la fibrosis

Los datos fueron utilizados para estimar los parametros de vulnerabilidad

(capacidad adaptativa, exposicion y sensibilidad) mediante los promedios de los tres

indicadores para cada tiempo experimental (T08, T24, T48, T72).

9.6. Implementacion en la propuesta del modelo de vulnerabilidad
Para calcular la vulnerabilidad (Fig. 3.) se utilizo la formula propuesta por CIRCA

(Connecticut Institute for Resilience & Climate Adaptation, 2021).

Para indicar que tan vulnerable es el sistema biologico ante las heridas en los
diferentes tiempos experimentales, se realiz6 una ponderacion de rango aritmética
de -5 a 10, donde el valor maximo obtenido del modelo propuesto es 10, lo que
implica la maxima vulnerabilidad; y el valor minimo es -5, lo que implica la minima
vulnerabilidad. Se obtuvieron tres rangos, que son baja vulnerabilidad (de -5 a 0),
media vulnerabilidad (de 0.1 a 5) y alta vulnerabilidad (de 5.1 a 10).
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10. Resultados

10.1. Mantenimiento y manejo de organismos experimentales: Anémonas
El control adecuado de los organismos en el sistema del CIDMIRA permitio
preservar su estado fisiologico durante el periodo de mantenimiento y describir sus

procesos de vida generales (Fig. 7).

El método de anestesia permitid la relajacion de las anémonas, evitando la
contraccion del organismo. Al tener al organismo sedado se logré obtener tres

regiones: disco oral (tentaculos), columna y disco pedio.

Nombre cientifico: Bunodosoma sp. Nombre comin: Anémona

Casa abierta al tiempo y \
UNIVERSIDAD AUTONOMA :

METROPOLITANA Diagnosis: Anémona con disco pedio para sujetarse. Regularmente con
! | vesiculas uniformes redondeadas con nematocistos. Estructuras

musculares desarrolladas. Tentaculos y mesenterios dispuestos de forma
|| hexdmera. De color rojo a naranja en la base (columna) y de blanco a
W rojizo en los tentaculos.

Origen: Tecolutla, Veracruz

Fecha: 2021-2023

No. organismos: 12

Tipo de alimentacion: Zooplancton liquido

| Cantidad de alimento: 0.75 ml p/organismo
* Parametros fisicoquimicos:

Salinidad: 30-35 ppm

Temperatura: 23-28 °C

. pH: 8

Amonio: 0 mg/L

Oxigeno disuelto: 6 mg/L

- Permiso SEMARNAT: 09/LR-0900/11/17 c I D M I RA

Fig. 7. Descripcion de la anémona Bunodosoma sp. en el CIDMIRA-UAM-I
(Centro de Investigacion y Docencia para el Manejo Integral de Recursos
Acuaticos de la Universidad Autdbnoma Metropolitana, unidad Iztapalapa).

10.2. Descripcion morfolégica de la anémona de mar
Los organismos colectados tuvieron un diametro de 7 a 15 mm de diametro

completamente expandidos en la region del disco oral y tentaculos. El disco oral,
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con un tamafo aproximado de 6 mm, tuvo un aspecto liso con franjas radiales
blancas, una coloracién blanca rosada y naranja en la zona cercana a la boca. Los
tentaculos se encontraban de 5 a 6 ciclos con un total de 80 tentaculos
aproximadamente, tenian un aspecto liso con una terminacion conica de un largo
de 4 mm aproximadamente. Los tentaculos internos tenian una longitud mayor de
aproximadamente 6 mm. Mostraban movimientos contractiles y una coloracién azul
en la parte interna, una coloracién naranja rodeando el tentaculo y una coloracién
blanca en la parte méas externa del tentdculo. La columna cilindrica tuvo una longitud
de aproximadamente 7 mm de altura cubierta abundantemente de vesiculas
dispuesta en 90 hileras aproximadamente. El color fue café, rojizo y rosado en
algunos organismos. El disco pedio tuvo un diametro de aproximadamente 6 mm,

con color café y con una sustancia mucosa pegajosa. En la Fig. 8 se visualizan los

tentaculos, boca, disco oral, columna, vesiculas y gastrodérmis de la anémona.

Fig. 8. Morfologia de las anémonas de mar. A) y B) Tentaculos dispuestos
horizontal y verticalmente. C) Disco oral de la anémona. D) Proyecciones
marginales, denotando la zona donde se unen los tentaculos y columna. E)
Vesiculas recubriendo toda la region de la columna. F) Gastrodermis de la
anémona de mar.
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10.3. Caracterizacion histolégica: Bunodosoma cavernatum.

Tentaculos. La estructura tisular de los tentaculos, esta compuesto por tejido
epitelial escamoso, el cual recubre las células urticantes denominadas cnidocitos.
También, se observé una proporcion de tejido conectivo denominado mesoglea en
la zona continua de las células epiteliales. Por ultimo, se observan estructuras
musculares que anclan las células epiteliomusculares con la mesoglea,

denominados mionemas (Fig. 9 Ay B).

Columna. La region externa de la columna esta recubierta de tejido epitelial
estratificado escamoso, asociado a una base muscular en las que se distinguen
fibras musculares longitudinales. Junto a la base muscular se observa un tejido
conectivo denominado mesoglea. Las fibras musculares estan incluidas en la capa
intermedia, entre los epitelios y la mesoglea, y se proyectan desde la base de la
célula epitelial y a lo largo de la mesoglea. Por otra parte, en la region basal del
tejido epitelial que recubre la columna, se ubica un cimulo de células denominadas
células intersticiales (Fig. 9 C y D). La mesoglea se conforma de fibras de colageno
(Fig. 9 E y F) evidente al realizar la tincidon tricromica de Masson en regiones del
ectodermo y gastrodermis. En las regiones internas de la columna, se observaron
estructuras musculares transversales y longitudinales que conforman una red
muscular, la cual estan asociados a mesoglea. En la Fig. 9 G y H, se muestra el
aspecto de la red muscular. En regiones préximas a la red muscular también se
identifico una estructura muscular dispuesta en hileras con una unién estrecha entre
si, lo que asemeja al musculo retractor de estos organismos (Fig. 9 1). En la region
gatrodérmica, visualizamos células glandulares, las cuales cuentan con una
morfologia alargada con sus nucleos celulares en la regién media de la estructura
celular. En la zona que se proyecta hacia el lumen de luz, se observa una unién
estrecha entre las células glandulares (Fig. 9 J). En regiones donde se observa un
lumen de luz, se visualizan células que segregan una sustancia con una tincion
basdfila predominante, sugiriendo que es un moco rico en componentes 4cidos. A
estas células se les denomina mucocitos (Fig. 9 Ky L). En la regién basal de la
columna, se visualizaron estructuras con fines reproductivos, como los ovocitos con

un nucleo prominente dispuesto a la periferia y una membrana con tincién eosinofila
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(Fig. 9. M); y las espermatogonias, que pueden estar en diferentes etapas de
maduracion dependiendo del desarrollo morfologico de los espermatozoides (Fig. 9
N, Oy P).

Disco pedio. La region que permite adherirse al sustrato se denomina disco pedio.

El disco pedio se caracteriz6 por presentar mucocitos asociadas a mesoglea (Fig. 9

QyR).

En resumen, se observaron los principales tejidos caracteristicos de los animales;
tejido epitelial, conectivo y muscular los cuales van a permitir realizar diferentes

funciones en las anémonas de mar.
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Fig. 9. Descripcion histoloégica de la anémona de mar. A) Tentaculo. Se

observan un corte longitudinal de tentaculo, observe cnidocitos en forma
aplanada, asociados a una porcion de la mesoglea. B) Extensiones de las
células epiteliomusculares a la mesoglea, denominados mionemas. C)
Columna. Ectodermo recubierto de células epiteliomusculares asociadas a
mesoglea. D) Cumulos de células intersticiales en la regién basal de las
epiteliomusculares. Presencia de base muscular entre las células
epiteliomusculares y la mesoglea. E y F*) Tincién de fibras de colageno en la
region de mesoglea cercana al ectodermo y mesodermo. G) Red muscular
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anclada a mesoglea en la region interna de la columna. H) Sin tincion positiva
en la red muscular con tricrémica de Masson. 1) Musculo retractor presente
en la region interna de la columna. J) Células glandulares asociadas a
mesoglea en la gastrodermis. K y L) Mucocitos con prominente tincion
denotando secreciones. M) Identificacion de un Ovocito en la region basal de
la columna. N y O) Espermatogonias inmadura en la region basal de la
columna. P) Espermatogonia madura, donde se visualiza el conjunto de
espermatozoides de color morado y sus colas alargadas de color rojizo. Q y
R) Disco Pedio. Mucocitos asociadas a mesoglea. BM: Base Muscular. CN:
Cnidocitos. EP: Células Epiteliomusculares. ES: Espermatogonia. G: Células
Glandulares. IN: Células Intersticiales. M: Mesoglea. MIO: Mionemas. MR:
Musculo Retractor. MU: Mucocitos. RM: Red Muscular. OV: Ovocito. Tincion
H-E. * Masson.

10.4. Bioensayo de herida en laregion de la columna

La anatomia macroscopica y microscoépica fue relevante durante el bioensayo de
herida. El cierre de la herida fue progresivo a través del tiempo, en el cual se observa
una porcidn gastrodérmica expuesta por la herida y su recubrimiento por la
generacion de una cicatriz o tejido granular. También se visualizo la aparicién de
una vesicula sobre la cicatriz después de una semana de la induccién de la herida
(Fig. 10).
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Fig. 10. Analisis morfolégico de la herida. A) Herida inicial de 3 mm de
didmetro. B) Cierre de herida a las 8 h. C) Cierre de herida a las 24 h. D)
Cierre de herida a las 48 h. E) Formacion de cicatriz a las 72 h. F) Formacion
de vesicula a las 168 h.

La herida mostré una progresion de cierre de aproximadamente 0.5 mm entre cada
tiempo experimental (08, 24, 48, y 72 h) hasta generar una cicatriz a las 72 h (Fig.
11).
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Fig. 11. Analisis morfolégico de la herida con microscopio estereoscopico de
alta resolucién. A) Biopsia obtenida de la regién de columna de la anémona
de mar. B) Herida inicial de 3 mm de diametro. C) Herida de
aproximadamente 2.5 mm a las 08 h. D) Herida de aproximadamente 2 mm
a las 24 h. E) Herida de aproximadamente 1 mm a las 48 h. F) Formacién de
una cicatriz en la region de la herida.

10.5. Histopatologia durante el cierre de herida

El andlisis tisular de las biopsias en cada tiempo establecido reflejé una respuesta
biolégica caracteristica. A las 08 h de la lesion se present6 una actividad celular
abundante dentro de una porcién de mesoglea, lo cual se asocia a un proceso
inflamatorio caracterizado por un cumulo celular (Fig. 12 A). A las 24 h se observé
fibrosis cerca de un epitelio simple no especializado, el cual se caracteriza por la
aparicién de un tejido conectivo “de novo” en regiones en donde hubo pérdida de
otro tipo de tejido (Fig. 12 B). A las 48 h fue evidente la aparicion de una base
muscular la cual delimita las células mioepiteliales de la mesoglea (Fig. 12 C). Y a
las 72 h se observo la formacion de la red muscular asociada a mesoglea con una
actividad celular dispuesta a la periferia, ademas de la formacion de colageno dentro
de lared muscular (Fig. 12 Dy E). Por ultimo, a las 624 h se observo una morfologia
tisular normal, en la cual las diferentes estructuras celulares estuvieron totalmente
delimitadas y en la cual el organismo no presentd una alteracién fisiolégica (Fig. 12
F).
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Fig. 12. Analisis histopatologico de una herida en la columna. A) 8 h. Cimulo
de amebocitos en mesoglea. B) 24 h. Fibrosis y aparicion de tejido epitelial
simple no especializado. C) 48 h. Aparicion de base muscular. D, E) 72 h.
Formacién de fibras musculares con porciones de colagena en su interior. F)
624 h. Morfologia celular normal. AM: Amebocitos. BM: Base Muscular. EP:
Células Epiteliomusculares. ES: Epitelio Simple. G: Células Glandulares. M:
Mesoglea. RM: Red Muscular. Tincion H-E. * Masson.
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10.6. Cuantificacion de las respuestas tisulares

Las respuestas tisulares relevantes; inflamacion, fibrosis y restructuracioén de la red
muscular, fueron cuantificadas (Tabla 4). El proceso inflamatorio, se observé en los
cortes tisulares 8 h posteriores a la herida provocada en la anémona, durante este
proceso se observo la activacion de grupos celulares, llamados amebocitos, que
llevan a cabo la fagocitosis. El cimulo de amebocitos implicé un area de 5634 pm?
(Fig. 13 A). Durante la fibrosis (desde las 8 h, hasta las 72 h), se observaron grupos
celulares y complementos extracelulares que se encargan de la creacion de fibras
colageno y elastina con el fin de rellenar estructuras faltantes de otro tipo de tejido.
En el caso de la fibrosis, fue notoria desde las 8 a las 72 h (n = 4) posteriores a la
herida, se observé un promedio de 186,839 um? de area impactada (Fig. 13 By C),
sin embargo, esta respuesta biolégica mostré una tendencia a disminuir a lo largo
del tiempo experimental (Fig. 14). Por otra parte, a las 72 h, también fue posible
observar la regeneracion de la red muscular evidente por la presencia de paguetes
celulares dispuestos en la periferia de las fibras musculares, mostrando una
conformaciéon alargada que indica la formacion y crecimiento de estructuras
musculares cuya medida fue de 1725 um? (Fig. 13 D). Sin embargo, cabe aclarar
gue las respuestas biolégicas no son discriminativas con respecto al tiempo, ni

unidireccionales.
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Tabla 4. Cuantificacién de las respuestas tisulares (Um?)
Tiempo Cumulos de células Tejido conectivo “de novo” Restructuracion de

red muscular

8 5634 549262 No determinado
24 No determinado 101046 No determinado
48 No determinado 58730 No determinado
72 No determinado 38318 1725

Fig. 13. Representacion histologica. A. Se observa el area de los cumulos
celulares. B y C. Se observa el area de tejido conectivo “de novo”. D. Se
observa el area de la red muscular restructurada.
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Fig. 14. Relacion del area de Fibrosis (um?) con respecto al tiempo posterior a
la herida. Promedio de 186839 pum?.

10.7. ProteGmica

Para el analisis de las proteinas fueron utilizadas dos diferentes soluciones
amortiguadoras para estandarizar la extraccion de las cuales se determind que con
la solucién de Tris 100 mM, NaCl 0.5 M, EDTA 10 mM, pH 7.5 se obtuvo una mayor
cantidad de proteinas y fue la utilizada para todos los procedimientos de analisis de
proteinas. La biopsia pesé aproximadamente 180.26 mg y su contenido fue de
aproximadamente 0.4 mg de proteina total. El perfil proteinico permitié observar que
existen proteinas presentes en todos los tiempos experimentales en este rango de
pesos moleculares, sin embargo, se observaron proteinas especificas solo en
algunos tiempos experimentales, por ejemplo, en el TO8 se observd una proteina de
aproximadamente 70 kDa, en el T24 se ausent0 una proteina de aproximadamente
45 kDa. También se observo que en todos los tiempos experimentales hubo una
disminucién de la proteina de aproximadamente, 50 kDa, lo que indicé que existen
proteinas involucradas en la regeneracién celular que pueden ser identificadas por

sus perfiles proteinicos (Fig. 15).
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Fig. 15. Patron electroforético de las biopsias testigo (TO) con respecto a las
biopsias realizadas después de la lesion (T08, T24, T48, T72).

El analisis proteinico mediante secuenciacién masiva por espectrometria de masas
permitié identificar proteinas especificas involucradas en el proceso de reparacion
tisular. Mas de un centenar de proteinas (Fig. 16) fueron determinadas durante el
proceso experimental, las cuales se relacionan con procesos estructurales,
enzimaticos, reproduccion, exocitosis, toxinas, genéticos, antioxidantes,
bioluminiscencia, reguladoras, transporte y algunas proteinas no caracterizadas. En
esta tesis se reportaron proteinas especificas en la muestra control, como la 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa, y en los diferentes tiempos
experimentales, como la Isoforma X8 similar a la titina, por ser consideradas las de
mayor relevancia en procesos de reparacion tisular (Anexo 2). Sin embargo, algunas
proteinas, como la fructosa-bifosfato aldolasa, pueden asociarse a uno, 0 mas
tiempos experimentales (Anexo 3).
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Fig. 16. Proteinas totales presentes en los tiempos experimentales durante el
bioensayo de herida. En la grafica de lado izquierdo se muestra el nimero
de proteinas totales detectadas para cada muestra experimental. En la
grafica de lado derecho, se observa el nUmero de proteinas detectadas en
un solo tiempo experimental o si esa proteina se detecta en mas tiempos
experimentales. Cada barra indica el nUmero de proteinas presentes en cada
tiempo experimental (obsérvese el punto debajo de cada barra), también se
muestra las proteinas presentes en diferentes tiempos experimentales
(puntos unidos con una linea).

Las enzimas encontradas fueron divididas de acuerdo con su funcién y vinculadas
con procesos de reparacion de tejidos (homeostasis, regeneracion de tejidos y
respuestas bioldgicas ante un estrés). En el tiempo 0 (antes la generacion de una
herida) se identificaron seis enzimas que tienen como funcion principal mantener la
homeostasis. Este conjunto de proteinas permitié conocer el estado basal proteinico
de la anémona antes de la generacion de una herida y no se registrd su presencia
en los tiempos experimentales (T08, T24, T48, T72). Se identificaron enzimas que
se presentaban particularmente en cada tiempo y que tenian una funcidn

relacionada a la reparacion de tejidos (Tabla 5). En resumen, las proteinas
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presentes en la anémona intervienen en procesos subcelulares, celulares, tisulares,
metabdlicos y de control de la homeostasis. Las enzimas descritas, estan
involucradas en procesos biolégicos multifactoriales, es decir, observamos la
presencia de enzimas que participan en procesos nerviosos, reepitelizacion,
apoptosis, diferenciacion celular, regulacion de reparacion y dafio a ADN,
comunicaciéon celular, inmunoldgicos, actividad fibrinolitica, inflamacion,
miogénesis, metabolismo energético, proliferacion celular y formacion de

estructuras musculares, entre otros procesos.

Algunas enzimas se encontraron en todos los tiempos experimentales, entre las
cuales destacan cinco por su presencia constante en los procesos biolégicos,
durante el bioensayo. Otras enzimas (ocho) se presentaron en dos 0 mas tiempos
experimentales. Las proteinas descritas en este apartado funcionan en la formacién
de estructuras musculares clave para la contraccibn muscular, en procesos
mitocondriales, en la respuesta inmune, en la desintoxicacion celular por radicales
libres y en los procesos digestivos (Tabla 6). Las proteinas descritas en la Tabla 6
intervienen en la sobrevivencia celular, la reparacion de ADN, la estructuracion
muscular, la sintesis de colageno, en los procesos inmunes, la remodelacion de los
tejidos, la homeostasis, la respuesta inflamatoria, la regeneracién muscular y la
degradacion tisular. Las proteinas tienen una funcién determinada durante el
proceso de reparacion tisular, pero también participan de manera diferencial durante

el tiempo posterior a la herida.
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Tabla 5.

Enzimas involucradas en el proceso de reparacion tisular y celular de
la anémona Bunodosoma cavernatum en cada tiempo experimental.

Tiempo (h) Enzima Funcién (Bateman et al., 2023)

3-hidroxi-3-metilglutaril Juega un rol critico en la sintesis de colesterol celular para la

coenzima A reductasa homeostasis

Proteina que contiene dominio Participa en la diferenciacion mesenquimal y promueve la

POZ (POxvirus y dedo de Zinc) diferenciacion miogénica

Inositol hexakisfosfato y Mantenimiento de la integridad celular, el crecimiento celular y la

difosfoinositol-pentakisfosfato interaccion con complejos proteinicos relacionados con actina

quinasa (ARP) para su funcionamiento
0 horas Fosfatidilinositol- Regula los filamentos intermediarios de desmina que se encargan
3-fosfato fosfatasa del ensamblaje y arquitectura de vacuolas. Es importante recalcar
que también tienen una funcién en el mantenimiento del musculo
esquelético, pero no participa en la miogénesis.

Proteina con dominio OTU Regulacion de la energia del metabolismo (pertenece a la
superfamilia de proteinas asociadas al tumor ovarico/proliferacién
celular)

Proteina homéloga de cistinosina  Participa en la degradacién de células apoptéticas engullidas

Proteina que contiene el dominio  Actlia como un regulador positivo de la sefializacién ciliar y participa

08 horas tiorredo>_<i_na - en la ciliogénesis -

Endoquitinasa acida Esta proteina funciona como defensa contra los hongos patégenos
gue contienen quitina.

Acido graso 2-hidroxilasa Sintesis de galactoesfingolipidos, esfingolipidos y
glicoesfingolipidos relacionados respectivamente, con la vaina de
mielina y la formacién de capas epidérmicas relacionados con la
barrera de permeabilidad

24 horas Proteina-serina/treonina Implicada en un amplio rango de procesos celulares (apoptosis,
fosfatasa diferenciacion, respuesta de dafio a ADN, sobrevivencia celular,
regulaciéon de canales i6nicos, regulacion del ciclo circadiano) en
respuesta a hormonas esteroideas, hormona tiroides, calcio, &cidos
grasos, TGF-Beta, estresores oxidativos y estresores genotoxicos

Proteina similar a la Defensa contra patdgenos fungicos.

endoquitinasa acida

Enzima convertidora de Involucrada en procesos vasculares y reguladora en la

angiotensina diferenciacion de células madre hematopoyéticas

Proteina tipo carboxipeptidasa B Relacionada con la disminucién de la fibrindlisis, eliminando los
residuos de lisina C-terminal de la fibrina

Cistationina gamma-liasa Participa en procesos inflamatorios y de miogénesis

Proteina Tipo elastasa-1 Regula la formacion de elastina

Poli [ADP-ribosa] polimerasa Regula la reparacion de ADN

48 horas Proteina similar a la  Regula la hidrélisis de la glucosa en el colageno, participando en el
glucosilgalactosilhidroxilisina metabolismo energético del organismo (Hamazaki & Hamazaki,

glucosidasa 2016)

Proteina-tirosina-fosfatasa Estimula el ciclo celular durante la mitosis y mejora la proliferacion
celular

Isoforma X8 similar a la titina Proteina con sitios de unién para proteinas asociadas al musculo,
por lo que sirve como plantilla de adhesién para el ensamblaje de la
maquinaria contractil en las células musculares

Proteina UDP-N- Tiene un papel en el metabolismo y actia como regulador de la

acetilhexosamina pirofosforilasa  inmunidad innata en respuesta a la infeccion por virus.

B-galactosidasa Formacion de fibras elasticas extracelulares (elastogénesis) y en el
desarrollo del tejido conectivo.

72 horas Fosfoenolpiruvato Participa en la gluconeogénesis, en la formacion de acidos grasos y

carboxiquinasa (GTP)

es importante para reconocer procesos de infeccion a través de
macroéfagos
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Tabla 6. Enzimas presentes en diferentes tiempos de experimentacion.

Tiempo experimental

Enzima Funcién (Bateman et al., 2023)
8 24 48 72
Fructasabifostato aldolasa Conecta los filamentos de actina, en el complejo proteinico de X N X X
actomiosina que se encarga de la contraccién muscular
Proteina  que  contiene Se encarga de la sintesis de proteinas mitocondriales, de la
o replicacion del ADN mitocondrial y estd implicada en la X X X X
dominio AAA+ ATPasa
inmunidad innata antiviral mediado por mitocondrias
Proteina tipo lisozima Actlia como un péptido antibacteriano X X X X
Superoéxido dismutasa [Cu-  Destruye los radicales que normalmente se producen dentro
Zn] de las células y que son téxicos para los sistemas bioldgicos X X X X
Catepsina L1 Desempefia un papel en los procesos digestivos X X X X
Serina/treonina-proteina Prevenir la muerte celular inducida por caspasa (in vitro)
fosfatasa 4, subunidad X
reguladora tipo 3
Componente clave en el ensamblaje y funcionamiento de los
Homologo de fitina musculos. Determina las propiedades de extensibilidad de los X
sarcomeros del masculo. En las células no musculares,
parece desempefiar un papel en procesos mitéticos
Procolageno-prolina 4-  Participa en la sintesis de colageno
dioxigenasa X
Nucleétido  deshidratasa Desempefia un papel en la inmunidad antiviral, inhibe la
RSAD2 dependiente de S- replicacion viral, activa y diferencia células inmunes X
adenosilmetionina
Pertenece a la familia de las lectinas y desempefia su funcion
en la remodelacion de los tejidos, la homeostasis y en la
Proteina 1 similar a respuesta inflamatoria (regulando la sensibilizacion a
quitinasa-3 alérgenos, la apoptosis de las células inflamatorias, la X X
acumulacion de células dendriticas y la diferenciacién de
macroéfagos)
Fosfopiruvato hidratasa Desarrollo y la regeneracion del tejido muscular X X
Serina/treonina  proteina  Sefializacién de la respuesta inmune y la supervivencia
quinasa no especifica intracelular X X
Interviene en los procesos de diferenciacién y maduracion de
Lactoilglutation liasa osteoclastos, y la degradacién de tejido Osea, reportado en X X X

vertebrados
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10.8. Relacién de Respuestas Biol6gicas Tisulares y Proteinicas en la
Reparacién Tisular.

A pesar de que existen diferentes enzimas asociadas con los tiempos
experimentales cuya funcion ya fue descrita, se seleccionaron enzimas reportadas
por su participacion en los procesos de inflamacion, fibrosis y restructuracion de la
red muscular, observadas durante el bioensayo de reparacion de tejidos (Bateman
et al., 2023). La inflamacidn se asoci6 con las enzimas cistationina gamma-liasa y
la proteina 1 similar a quitinasa-3; la fibrosis se asocié con las enzimas B-
galactosidasa y la procolageno-prolina 4-dioxigenasa; la restructuracion de la red
muscular se asoci6 con las enzimas isoforma X8 similar a la titina, el homdlogo de
la proteina titina y la proteina fosfopiruvato hidratasa (Tabla 7). Las respuestas
biolégicas tisulares y proteinicas tienen un papel importante en la recuperacion y la

resiliencia de la anémona.
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Tabla 7. Relacion de las enzimas con los procesos de inflamacion, fibrosis y
restructuracion de la red muscular

Enzimas asociadas a la inflamacién

Funcién (Bateman et al., 2023)

Cistationina gamma-liasa

Proteina 1 similar a quitinasa-3

Participa en una gran variedad de procesos fisiologicos

como la vasodilatacion, la proteccion de huesos e
inflamacion. Contribuye en la miogénesis

Lectina que se une a carbohidratos con preferencia por la
quitina. No tiene actividad quitinasa. Puede desempefiar un
papel en la remodelacion tisular. Desempefia un papel en la

respuesta inflamatoria.

Enzimas asociadas a la fibrosis

Funcion (Bateman et al., 2023)

B-galactosidasa

Procolageno-prolina 4-dioxigenasa

No tiene actividad catalitica de beta-galactosidasa. Participa
en la formacion de fibras elasticas extracelulares
(elastogénesis) y en el desarrollo del tejido conectivo. En las
células productoras de elastina, se asocia con la
tropoelastina intracelularmente y funciona como una
chaperona molecular que facilita las secreciones de
tropoelastina y su ensamblaje en fibras elasticas.

Participa en la sintesis de colageno

Enzimas asociadas a la

regeneracion muscular

Funcion (Bateman et al., 2023)

Isoforma X8 similar a la titina

Homdlogo de titina

Fosfopiruvato hidratasa

Esta proteina contiene sitios de uniébn para proteinas
asociadas al musculo, por lo que sirve como plantilla de
adhesién para el ensamblaje de la maquinaria contractil en
las células musculares.

Componente clave en el ensamblaje y funcionamiento de
los muasculos. Determina las propiedades de extensibilidad
de los sarcémeros del musculo. En las células no
musculares, parece desempefiar un papel en procesos
mitoticos.

Esta proteina parece tener una funcién en el desarrollo y la

regeneracion del tejido muscular.
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10.9. Estimacién de la Capacidad Adaptativa

Se estimo la capacidad adaptativa utilizando indicadores y factores asociados. En
este trabajo se busco establecer el indicador que refleje de manera adecuada la
capacidad adaptativa. La regeneracion de estructuras musculares da evidencia de
la rehabilitacién del movimiento y de su capacidad de ajustarse a un cambio, es
decir de su capacidad adaptativa. La restructuracion de tejido muscular involucra el
desarrollo y crecimiento de estructuras que fueron dafiadas durante el experimento.
Morfolégicamente el factor evaluado fue la cicatrizacidén, mientras que el indicador
tisular fue evaluado con el factor de la reparacion de la base muscular y la
restructuracion de la red muscular. El indicador proteinico incluyé la presencia o
ausencia de enzimas relacionadas con la funcién y reparacién muscular (la Isoforma
X8 similar a la titina, el homdlogo de la proteina titina y la proteina fosfopiruvato
hidratasa). La presencia o ausencia de los factores permitié estimar la capacidad
adaptativa, donde el valor de la capacidad adaptativa de las anémonas 08 h
posteriores a la lesion fue 1, mientras que a las 24 h fue 1.78, a las 48 h fue 2.56 y
por ultimo a las 72 h fue 4.11, valores que reflejan la habilidad de restructurar el
tejido muscular y en consecuencia recobrar la movilidad ante una herida (Tabla 8).
La restructuracion del tejido muscular es una evidencia del potencial y/o habilidad
del sistema biol6gico para ajustarse a situaciones de dafio, en este caso producidas

por la herida.
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Tabla 8. Determinaciéon del valor numérico para estimar la capacidad

adaptativa.
Estimacion de la Capacidad Adaptativa
Datos Tiempos Experimentales
Parametro Indicador Factor Unidad 08h 24h 48h 72h
Morfolagico Cicatrizacion Ausenua! / 1 1 1 5
Presencia
Restructuracion Ausencia /
d I P i
Tisular T fl = 1 2 305
Reparacion de  Ausencia /
Capacidad base muscular  Presencia
adaptativa Isoforma X8  Ausencia /

similar a la titina Presencia
Homologo de  Ausencia /

Proteinico - ) 1 2.33 3.67 2.33
titina Presencia
Fosfopiruvato  Ausencia /
hidratasa Presencia

Valor de Capacidad Adaptativa = 1 1.78 2.56 4.11

10.10. Propuesta del Modelo de Vulnerabilidad

El modelo de vulnerabilidad considera la exposicion. La inflamacién da evidencia de
la fase en donde se relaciona el sistema biol6gico con la fuente de estrés, es decir
la herida provocada. Una herida puede ser de mayor o menor impacto dependiendo
de sus dimensiones y su respuesta primaria ante un estimulo de estrés. En
consecuencia, en este trabajo los factores considerados para evaluar la exposicion
fueron: el area de la herida (mm?), la presencia o ausencia de la aglomeracion
celular (inflamacion), y de enzimas relacionadas con procesos inflamatorios (la
cistationina gamma-liasa y la proteina 1 similar a quitinasa-3). El parametro de
exposicion calculado fue de 3 alas 08 h, de 2.33 alas 24 h, de 3alas 48 hy de
1.67 alas 72 h, pudiendo estimar el dafio primario ante una fuente de estrés (Tabla
9).
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Tabla 9. Determinacion del valor numérico para estimar la exposicion.

Estimacion de la Exposicion

Datos Tiempos Experimentales
Parametro Indicador Factor Unidad 08h 24h 48h 72h
Morfologico Diametro de le herida mm 3 3 3 3
Tisular Aglor‘neracmn‘ f:elular Ausenua‘l / 1 1 1
(inflamacion) Presencia
Exposicion Cistationina gamma- Ausencia /
.. liasa Presencia
Proteinico Proteina 1 similar a Ausencia / 1 3 > 1
guitinasa-3 Presencia
Valor de Exposicion = 3 2.33 3 1.67

Un cambio gradual a través del tiempo experimental (desde las 8 h, hasta las 72 h)
es el proceso fibrotico, a través del cual se infiere la sensibilidad del tejido ante la
lesion. La fibrosis es una respuesta gradual del sistema biolégico que es afectado
adversamente por la lesion, por lo cual se propone como un indicador del parametro
de sensibilidad. El parametro de sensibilidad fue evaluado mediante indicadores
que implican los rangos del calibre de la herida, el area (um) de la fibrosis y la
presencia o ausencia de enzimas asociadas con la fibrosis (la B-galactosidasa y la
procolageno-prolina 4-dioxigenasa). Los valores estimados para el parametro de
sensibilidad fueron de 3.67 a 2.33 en los intervalos de tiempos experimentales
(Tabla 10). Estos valores relativamente graduales sugieren como el sistema fue

afectado adversamente por la fuente de estrés.

Tabla 10. Determinacién del valor numeérico para estimar la sensibilidad.

Estimacion de la Sensibilidad
Datos Tiempos Experimentales
Parametro Indicador Factor Unidad 08h 24h 48h 72h
Morfolégico  Cierre de la herida mm 5 4 3 2

Tisular Fibrosis (area) um? 5 4 3 2

; Ausencia /
B-galactosidasa .
Presencia

Proteinico Procolageno-prolina Ausencia / 1 ! 3 3

4-dioxigenasa Presencia
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Al relacionar los tres parametros dentro del modelo de vulnerabilidad de la anémona
ante una herida, se estimo a las 8 h una vulnerabilidad de 5.67, a las 24 h de 3.56,
alas48 hde 3.44 yalas 72 h de -0.11, implicando estos resultados que, alas 8 h

de sufrir una herida, se generé una mayor vulnerabilidad ante esta fuente de estrés
(Tabla 11).

Tabla 11. Calculo de vulnerabilidad para la anémona Bunodosoma cavernatum
utilizando los promedios de cada parametro.

Estimacion de la Vulnerabilidad

Vulnerabilidad = Exposicion + Sensibilidad — Capacidad Adaptativa

Capacidad

Tiempo Exposicion Sensibilidad LG

Vulnerabilidad
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11. Discusién

11.1. Cnidarios como modelos de investigacion

El modelo experimental utilizado fue facil de mantener en condiciones de
laboratorio, no se observo tasa de mortalidad en los organismos experimentales.
Algunos autores han utilizado a los cnidarios para diferentes investigaciones a nivel
celular, del desarrollo de heridas, en la respuesta inmunitaria y en procesos
regenerativos, entre otras (Cheung et al., 2024; Levanoni et al., 2024; Rathinam
et al., 2024; Work et al., 2024). Sin embargo, el trabajo que se desarroll6 permitid
obtener las condiciones ideales para anestesiar, obtener muestras tisulares y evitar
el sacrificio de los organismos, por lo cual constituye una aportacién para utilizar los

cnidarios como modelos experimentales.

11.2. Determinacion de la especie

Las anémonas, como otros cnidarios, requieren una bateria de pruebas
morfologicos, tisulares y moleculares para la identificacion de sus relaciones
filogenéticas (Forero Mejia et al., 2020; Herrera-Bojorquez et al., 2020). Para poder
clasificar de manera mas eficiente la especie a las que pertenecen las anémonas,
se sugiere realizar un andlisis del cnidoma (conjunto de diferentes tipos de
cnidocitos) y filogenia molecular (Forero Mejia et al., 2024; Mejia-Sanchez &
Marques, 2013). Las anémonas de Tecolutla, Veracruz han sido identificadas dentro
del género Bunodosoma. Los caracteres, como el nimero de tentaculos dispuestos
en la region oral o la presencia de vesiculas en disposicion longitudinal, coinciden
con las claves taxondmicas sefialando que se trata de la especie Bunodosoma
cavernatum (Gonzalez-Mufioz et al., 2013; Valdez Peralta, 2022; Valdez-Peralta
et al.,, 2019), sin embargo, es esencial llevar a cabo pruebas moleculares para
asegurar la correcta identificacion de la especie, ya que este tipo de organismos

tienen abundantes diferencias morfolégicas interespecie.

11.3. Descripcion histolégica
El analisis tisular dio evidencias de la presencia de cnidocitos en la region de los

tentaculos y la columna. Los cnidocitos tienen diversas funciones como la captura
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de alimento, como mecanismo de defensa y pueden dividirse de acuerdo con su
morfologia. Debajo de la capa epitelial del tentaculo, se ubican estructuras
musculares denominadas mionemas, las cuales se ha reportado son extensiones
de las células epiteliomusculares que recubren la mesoglea (Stromberg & Ostman,
2017). En la estructura mas prominente, que es la columna, se reconocieron
principalmente los tejidos epitelial, conjuntivo y muscular, lo cual coincide con la
descripcion de otros autores. Zamponi & Deserti (2009) han descrito la presencia
de células y tejidos caracteristicos en las anémonas, coincidiendo con la descripcion
tisular reportada en este trabajo para la region de los tentaculos, la columna y el
disco pedio. En la region externa de la columna, se observaron células
mioepiteliales o epiteliomusculares, las cuales confieren una capacidad de
proteccién y contraccion. En la base de las células mioepiteliales, se encontraron
las células intersticiales, las cuales se ha reportado como células indiferenciadas,
con caracter multipotente y alta capacidad proliferativa. De igual importancia, en la
region externa e interna de la columna, se observo un tejido conectivo denominado
mesoglea que fue tefiido con la tincién tricromica de Masson. Esta técnica permitié
diferenciar la mesoglea de las regiones epiteliales y musculares, tiiendo de color
azul la mesoglea por la presencia de fibras de colageno, mientras que los epitelios
se diferencian en tonos color rosa (Spano & Flores, 2013). En la mesoglea se
encontraron células denominadas amebocitos cuya funcién es la de transporte de
gases, nutrientes y de defensa inmunitaria (Gold & Jacobs, 2013). Las células
intersticiales y amibocitos, por su capacidad multipotencial, sugieren una funcion
analoga. Otras estructuras dentro de la region interna de la columna son la red
muscular en disposicién longitudinal, transversal y circular; y los musculos
retractores, los cuales amplian la capacidad regulatoria del esqueleto hidrostéatico
(controlando el contenido hidrico) mediante su distension o contraccion (Kier, 2012).
Las células glandulares ubicadas en la region mas externa de la gastrodermis,
tienen la capacidad de secretar granulos o vesiculas con actividad lisosomal, para
la digestion de alimentos en la cavidad gastrovascular. Pero, ademas, se pueden
encontrar en la superficie externa del organismo para protegerse o digerir otros

agentes extraios u organismos que compitan por el espacio (Berzins et al., 2021).
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En la region epidérmica se encontraron células denominadas mucocitos, los cuales
se ha reportado, secretan un moco compuesto de polisacaridos, proteinas y lipidos,
lo que colabora con la alimentacion y la eliminacion de sedimento. Mediante esta
secrecion, el organismo adquiere proteccion contra de la desecacion y genera una
barrera ante factores fisicoquimicos, como la salinidad, los cambios de temperatura
y la exposicién a los rayos ultravioleta. Por ultimo, se cree que el moco se relaciona
con la respuesta inmune innata mediante el reconocimiento de agentes extrafios
(Berzins et al., 2021). En la region basal de la columna, se identificaron estructuras
con funciones reproductivas, como los ovocitos y las espermatogonias que,
comparado con otros estudios, la morfologia y tincién son similares. Ademas, se
reconocieron el estado de madurez de las espermatogonias con la visualizacion de
espermatozoides no desarrollados y espermatozoides desarrollados (Schlesinger
et al., 2010; Scott & Harrison, 2009).

En la parte basal de las anémonas, en el disco pedio, se ubicaron células
denominadas mucocitos, las cuales ya se han reportado, permiten la adhesiéon a
piedras u otros objetos mediante secreciones de un compuesto de quinonas y
polisacaridos (sulfatados, carboxilados y B-glicanos) (Clarke etal., 2020). En
resumen, las anémonas son capaces de percibir estimulos, contraerse y realizar
una serie de funciones de defensa, proteccion, reparacion, alimentacion,
respiracion, locomocion, reproduccidn y de secrecidn de sustancias. En este trabajo
sobresale otra contribucidn; la descripcion de los tejidos y las células para inferir los
procesos fisiolégicos que permiten la sobrevivencia y el desarrollo de estos

organismos.

11.4. Bioensayo de regeneracion

Los procesos de regeneracion son necesarios para la homeostasis, permitiendo la
reparacion tisular en los organismos que han sufrido una herida. En cnidarios, se ha
observado una gran capacidad regenerativa al poder formar su cuerpo entero. Se
ha reportado que, tras una amputacion en cnidarios, a las 8 h se observa una
regeneracion temprana en la etapa de cicatrizacion (formacion de tejido granular)

de la herida, a las 24 h una etapa de crecimiento activo y proliferacion celular, y, por
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altimo, a las 72 h una etapa posterior de remodelacién y morfogénesis (Schaffer
et al., 2016). En la anémona se observo a las 8 h un cumulo celular, indicando la
participacion de células que regulan procesos inflamatorios y la formacion de un
posible tejido analogo al tejido de granulacion para el cierre de la herida. A las 24 h
se observaron procesos de reepitelizacion y fibrosis, lo cual indicé una alta
proliferacion celular por la formacién y diferenciacion de células en la remodelacion
de la capa epitelial. A las 48 h'y 72 h se denot6 la reparacion de tejido muscular,
asociando dicha respuesta biologica a la morfogénesis del organismo con el fin de

recuperar su forma y funcion después de una herida.

11.5. Histopatologia durante el cierre de herida

El disefio experimental de este estudio, permitié observar las respuestas biolégicas
en la recuperacion de la herida. En las anémonas se presentaron procesos como la
aglomeracion celular, fibrosis, formacion de tejido epitelial y colageno de novo;
restructuracion de bases musculares y la red muscular; y cicatrizacién en un
intervalo de 8 a 72 h. En estudios histopatologicos de la evolucion temporal de las
lesiones, en vertebrados, se ha descrito que existe una reaccion leucocitaria,
aumento de fibroblastos, reepitelizacion, reparacién de tejido muscular, formacién
de colageno y estructuras musculares, llegando a la cicatrizacion en un periodo
entre los 10 min hasta los 21 dias (Cabrerizo Medina et al., 2015; Fossey et al.,
2018; Pacheco, 2017). Mientras que, en invertebrados, como la estrella de mar, los
intervalos de tiempo para la cicatrizacion van desde unas cuantas horas, hasta
lapsos de 14 a 20 dias después de sufrir una amputacion, hasta generar una
epidermis nueva (Cortés Rivera et al., 2016). En consecuencia, las respuestas
bioldgicas para la recuperacién de la herida en la anémona se presentaron en menor
tiempo (Tabla 12). La histopatologia puede indicar que algun efecto esperado
realmente esta ocurriendo y, por lo tanto, confirma (o descarta) el analisis molecular
y bioquimico (Costa, 2018). Las respuestas biologicas observadas a nivel tisular

pueden coadyuvar a la asociacién con respuestas proteinicas especificas.
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Tabla 12. Tiempos establecidos en la aparicion de respuestas biolégicas durante

lesiones.
Respuesta Reportado en Reportado en Observaciones en
biologica vertebrados invertebrados anémonas en el
desarrollo de la
investigacion
Granulacién Reaccion leucocitaria Contraccion de la Granulacién de
celular 10 min - 24 h epidermis y de la regibn Amebocitos (T 8 h).
(Cabrerizo Medina alrededor de la herida
etal.,, 2015; Pacheco, después de unas horas
2017). (Cortés Rivera etal,
2016).
Fibrosis Aumento de Cerrado de la herida (dia Presencia de tejido
fibroblastos 24-72 h 14). conectivo cerca de la
(Cabrerizo Medina Nueva epidermis cubre regién epidérmica (T 24
et al., 2015). totalmente la herida y se h).
Reaparicion de 3 dias (Fossey etal., aprecia una Presencia de Base
tejido muscular.  2018). protuberancia de tejido Muscular (T 48 h).
Formacion de 21 dias (Fossey etal., nuevo de color mas claro “Formacion de Red
estructuras 2018). (dia 20). Muscular (T 72 h).
musculares. 32 dias en generar una
Cicatriz. 10-15 dias (Cabrerizo estrella de mar nueva “Formada entre las 72-
Medina et al., 2015). (Cortés  Rivera etal, ggp,
2016).

11.6. Biomarcadores proteinicos

Las pruebas moleculares son una herramienta Gtil para el estudio de los cnidarios,
sin embargo, estos organismos filogenéticamente antiguos representan un reto, ya
gue tienen asociaciones bioldgicas con otros microrganismos y el medio marino
donde se desarrollan, tiene influencia sobre su concentracion de sales. La
prote6mica permite identificar diferentes tipos y funciones de las proteinas en las
anémonas. Se han incluido proteinas en bases de datos, sin embargo, se
desconoce la funcién de gran parte de ellas (Bateman et al., 2023). La funcion de
las proteinas en relacion con la homeostasis, regeneracion de tejidos y respuestas
biol6gicas ante un estrés, se documentaron con la informacion reportada en la base
de datos UniProt y otras investigaciones (Se reportan en el Anexo 4). Sin embargo,

no se consideraron para la estimacion de vulnerabilidad.

Se ha reportado en UniProt que proteinas, como la cistationina gamma-liasa, estan

directamente relacionadas con las respuestas bioldgicas (inflamacion, fibrosis o
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restructuracion de tejido muscular) descritas en la progresion de una herida (Zhang
etal.,, 2021), sin embargo, se desconoce en algunos casos su funcion en
invertebrados. Tampoco, se ha descrito la relacion de la presencia de las proteinas,

durante el proceso de cierre de una herida en la anémona.

11.7. Enzimas relacionadas a la Restructuraciéon muscular

Se ha reportado que los musculos de los organismos bilaterales estan conformados
por proteinas similares a la titina (Isoforma X8, Homadlogos de la titina). En cambio,
en estudios en cnidarios, hay una ausencia de los genes que codifican para las
proteinas sarcoméricas (titina), infiriendo que el tejido muscular ha evolucionado de
manera diferente en comparacion con los metazoos bilaterales (Lindstedt &
Nishikawa, 2017; Steinmetz et al., 2012). En los resultados se muestra la presencia
de isoformas de titina en el tiempo T48, lo cual sugiere que hay una participacion de

proteinas de la familia de las titinas en el proceso de reparacion tisular.

La proteina fosfopiruvato hidratasa, pertenece a la familia de las enolasas, las
cuales, participan en la via glucolitica, para la produccion de energia. Se sugiere
que, durante la ontogénesis, se produce una transicion hacia isoformas especificas
en tejidos con altos requerimientos energéticos como en los musculos estriados y
en el cerebro. Sin embargo, aun falta conocer los mecanismos moleculares que
controlan la expresién de los genes para la transcripcion de la enolasas (Keller et al.,
1995). Se determind la presencia de la fosfopiruvato hidratasa, una enolasa
presente a las 24 y 72 h, lo que infiere que la proteina participa en procesos
miogénicos con requerimiento energético a lo largo del cierre de la herida. Cabe

destacar que aun no hay informacién de la funcion de esta proteina en anémonas.

11.8. Enzimas relacionadas a la Inflamacién

La cistationina gamma-liasa (CSE) es la enzima productora de sulfuro de hidrogeno
(H2S) predominante en células de mamiferos. El interés en la enzima CSE y su
regulacion esta creciendo debido a las funciones del H2S (proliferacion celular,
diferenciacion celular, estrés oxidativo, bioenergética celular y metabolismo). El H2S
es un gasotransmisor altamente difusible que influye en funciones celulares y

organicas; y tiene propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y efectos
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citoprotectores. Ademas, se ha descrito que el HzS tiene un potencial regenerativo
en el musculo esquelético durante el envejecimiento y lesiones en humanos
(Lambertini etal., 2017; Zhang etal.,, 2021). Sus funciones son objeto de
investigaciones y se espera un aumento de estudios comparativos que describan la
sefalizacion en una variedad de invertebrados que viven en condiciones de hipoxia
(Moroz & Kohn, 2011). La proteina cistationina gamma-liasa se presento a las 48 h
después de la induccion de la lesion, lo que puede indicar su participacion en

procesos antiinflamatorios y regenerativos en el proceso de reparacion tisular.

La proteina 1 similar a quitinasa-3 esta regulada positivamente en procesos
inflamatorios intestinales. Se caracteriza por una fuerte afinidad de unién a la
quitina, sin actividad enzimatica aparente para catalizar la quitina. La quitina es el
segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza, se encuentra
abundantemente en hongos, crustaceos, entro otros. Debido a que la quitina esta
completamente ausente en los mamiferos, la exposicion o infecciones con quitina,
0 estructuras similares a la quitina, inducen una respuesta inmunolégica (Mizoguchi,
2006). Se ha reportado en humanos, que los macrofagos activados segregan
grandes cantidades de quitinasas (quitotriosidasa), desempefiando un posible rol
en la defensa contra patdgenos que contienen quitina, como los hongos. Otra
proteina que tiene afinidad a la quitina, es la glicoproteina homéloga de 39 kDa del
cartilago humano (HC gp-39), la cual actia como una lectina (Renkema et al.,
1998). Investigaciones mas recientes destacan que la proteina 1 similar a quitinasa-
3 participa en la respuesta ante lesiones inducidas por antigenos y oxidantes; y en
la reparacién y remodelacion de tejidos mediante la regulacibn de procesos
biolégicos como la apoptosis, piroptosis, activacion del inflamasoma, entro otros
(Zhao et al., 2020). Se tiene un particular interés en las quitinasas por su potencial
uso en el control biologico de plagas y en estudios de inmunidad innata. Las
quitinasas forman parte de la respuesta inmune innata de plantas y animales, y
funcionan degradando partes quitinosas de patdgenos potenciales. El proceso
evolutivo de las quitinasas y su relacién con la actividad inmune no es conocido por
completo, por lo cual se realizaron estudios de quitinasas en cnidarios. Se ha

descrito que las quitinasas en cnidarios funcionan como defensa inmunitaria (Mali
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et al., 2004). La proteina 1 similar a quitinasa-3 se hizo presente durante los tiempos
T24 y T48, probablemente generando una respuesta inmunitaria contra infecciones

provocada por la herida y en la reparacion de diferentes tipos de tejidos.

11.9. Enzimas relacionadas a la Fibrosis

Se ha reportado que la proteina 3-galactosidasa es una enzima que tiene isoformas
inactivas relacionadas con la respuesta inmunoldgica, el ensamblaje de fibras
elasticas y el desarrollo de tejido conectivo (Hinek et al., 2000; Privitera et al., 1998).
También se ha descrito una correlacidon entre la expresion de SA-B-Gal (B-
galactosidasa asociada a la senescencia) en fibroblastos y los procesos fibréticos
en el tejido conectivo (Valieva et al., 2022). Ademas, esta proteina es utilizada como
marcador de la senescencia celular, proceso que se define por la detencion del ciclo
celular en respuesta a diferentes estimulos, deteniendo la proliferacion celular,
alterando la funcionalidad celular y generando un ambiente proinflamatorio (Pena
Larrea etal.,, 2023). En investigaciones previas también se describi6 que los
procesos senescentes promueven la diferenciacion de miofibroblastos, la formacién
de tejido de granulacion y la cinética del cierre de la herida, en si en la reparacion
tisular y los procesos de cicatrizacion (Demaria et al.,, 2014). En estudios en
cnidarios, se ha utilizado la SA-B-Gal para demostrar fases de senescencia en
lesiones provocadas por una herida, y analizar procesos regenerativos (Salinas-
Saavedra et al., 2023). También se han realizado tinciones de B-galactosidasa (B-
gal) en fibroblastos para estudios de longevidad que indican una relacién de la
senescencia, con genes de longevidad como FoxO y genes ort6logos HEY1 y
LONF3 (Ottaviani et al., 2020). La proteina B-galactosidasa se registré a las 72 h
después de lesion, lo cual sugiere que esta relacionada con lo observado en este
tiempo experimental, donde hay un desarrollo de tejido conectivo, procesos
fibréticos, la formacion de tejido de granulacion para sanar la herida, guardando
relacion de estas respuestas bioldgicas con la formacion de la cicatriz a las 72 h en

el nivel morfolégico.

El colageno es la proteina mas abundante en los organismos animales,

brindandoles estructura y sostén en sus cuerpos. Su forma molecular esta
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conformada por tres hélices y una cadena de aminoécidos especifica Pro-Hyp-Gly
(prolina-hidroxiprolina-glicina). Un componente responsable de la formaciéon de la
Hyp, es la procolageno-prolina 4-dioxigenasa (prolil 4-hidroxilasa), la cual sufre una
hidroxilacién de un residuo de prolina para formar un componente de Hyp. La Hyp
se ha encontrado en tejido vegetal, en fermentaciones microbianas y se utilizan
como precursoras de productos farmacéuticos (Hara et al., 2014; Okuyama et al.,
2004). En organismos marinos se ha reportado la presencia de colageno. En las
esponjas, el coladgeno, en forma de fibras de espongina, participa en la adhesion
celular y el soporte mecanico (Mills & Canfield, 2014). En cnidarios se ha descrito
que el colageno conforma la matriz extracelular y la capa interna de los
nematocistos. El uso de sustancias toxicas en esponjas y cnidarios han sido
utilizados como sistemas de proteccion, lo cual infiere no haya un desarrollo de
estructuras de proteccion derivadas del colageno (Garrone, 1999). En
investigaciones recientes, se ha utilizado el colageno marino en cosmética, industria
farmacéutica, ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Ademas, se ha descrito
su funcién en la morfogénesis, la reparacion y la remodelacion tisular (Balikci et al.,
2024; Sheehy et al., 2018). La procolageno-prolina 4-dioxigenasa se presento a las
48 h, lo cual sugiere que hay formacion de fibras de colageno en los procesos de
reparacion tisular. La sintesis de las enzimas anteriormente descritas sugiere que
estos organismos cuentan con una capacidad de reparacion tisular impresionante,
lo cual podria ser una fuente de productos con una actividad biolégica de

importancia biotecnoldgica y farmacéutica (Leal et al., 2022).

No existe una caracterizacion del proteoma en la anémona Bunodosoma
cavernatum de Tecolutla, Veracruz, por lo que el establecimiento del protocolo para
la extraccién y determinacion de las proteinas es novedoso y constituye un indicio
primario para comprender la biologia de los cnidarios. Ademas, el reconocimiento
de las proteinas que potencialmente pueden variar a diferentes tiempos después de
una herida constituye un primer acercamiento para entender los procesos de
reparacion tisular de estos animales. El entendimiento de estos procesos es

invaluable para determinar la vulnerabilidad de estos organismos. Asi mismo, en un
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futuro se pretende caracterizarlo a gran escala con miras a determinar mecanismos

de reparacion tisular que puedan ser aplicables al ambito clinico.

El biomarcador histopatologico permite identificar las alteraciones tisulares durante
la reparacion posterior a una herida, reconociendo la microanatomia y
funcionalidad. El andlisis tisular puede vincularse a respuestas biolégicas, como la
abundancia de una proteina determinada, al relacionar vias biolégicas con cambios
en células y tejidos. La respuesta proteinica es un indicador clave durante el proceso
de reparacion tisular. Los biomarcadores tisulares y proteinicos permitieron analizar
las respuestas biolégicas en los tiempos experimentales relacionados con la

reparacion tisular.

11.10. Vulnerabilidad en sistemas biolégicos

Los estudios de vulnerabilidad han sido objeto de numerosas discusiones, desde la
propuesta de parametros indicadores y factores, hasta el desarrollo de modelos
especificos para el célculo de vulnerabilidad (Carantofia & Hernandez, 2017; CIRCA
(Connecticut Institute for Resilience & Climate Adaptation), 2021; Lam et al., 2014;
Seaborn et al., 2021). La ventaja que ofrece el modelo de vulnerabilidad es que
permiten analizar el efecto del cambio climatico considerando paradmetros del riesgo
de un sistema (Diaz Caravantes, 2018). En este trabajo, a diferencia de otras
propuestas de vulnerabilidad, se incluyen como indicadores las respuestas
biolégicas de los cnidarios para establecer la vulnerabilidad de la especie ante
heridas. Una especie se considera vulnerable cuando es amenazada su capacidad
fisica, pérdida genética o extincion debido al cambio climatico; si bien existen pocos
trabajos que consideren las respuestas biol6gicas para evaluar la vulnerabilidad de
la especie (Carantofia & Hernandez, 2017; Huey et al., 2012; Jer6énimo-Juarez
et al., 2020). La propuesta de determinar la vulnerabilidad de la especie en relaciéon
con el efecto del cambio climéatico ofrece ventajas en términos de la regulacion,
restauracion e implementacion de medidas para el cuidado de comunidades tan
importantes como los son los arrecifes coralinos (Foden et al., 2013; Reyna-Fabian
et al., 2018).
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Dentro de los sistemas bioldgicos, también se ha determinado la vulnerabilidad en
humanos desde un punto de vista patoldégico, como la aterosclerosis donde es
evidente la respuesta inflamatoria y fibroproliferativa excesiva (Bertomeu Ruiz &
Zambon Rados, 2002; Goncalves et al.,, 2021; Lafont, 2003; Pasterkamp et al.,
1998). Un grupo de caracteristicas o respuestas biolégicas como: la acumulacién
focal de lipidos y carbohidratos complejos, aparicion de depdsitos de calcio,
hemorragia, presencia de células inflamatorias y tejido fibroso; se han relacionado
en conjunto para calcular un indice de vulnerabilidad que implica identificar en las
arterias, estrias grasas o placas lipidicas con alto riesgo de ruptura. El indice de
vulnerabilidad propuesto se calculé como una relacién de la suma del area tefiida
de lipidos, macréfagos y hemorragia (componentes desestabilizadores de la placa),
y la suma del &rea tefiida de células musculares lisas y colageno (componentes
estabilizadores). Con este indice se pueden predecir eventos cardiovasculares
utilizando caracteristicas histologicas (Goncalves etal., 2021). El indice de
vulnerabilidad de estos estudios, asi como el determinado en las anémonas,
proporcionan evidencias experimentales y de reparacion tisular para validar el
indice de vulnerabilidad como una herramienta importante que incorpora nuevas
tecnologias como el analisis de imagen mediante programas computacionales como
AxioVison. En estudios clinicos, ademas del indice de vulnerabilidad, se consideran
variables como la edad, el sexo, enfermedades cronicas, entre otras, para predecir
el riesgo de sufrir un evento fatal, de manera analoga, este estudio recomienda
incluir factores complementarios para la prediccion de sobrevivencia de las
anémonas. En el presente estudio se muestra por primera vez que a través del
calculo de wvulnerabilidad asociando indicadores morfol6gicos, tisulares vy
proteinicos, es posible inferir la importancia de las respuestas biologicas en los

procesos de reparacion tisular y sobrevivencia de los organismos ante heridas.

Existen interacciones ecoldgicas que pueden generar heridas o estrés ambiental a
las anémonas de mar, como lo son la depredacion. Diversos autores reportan que
el sistema de tentaculos, conformados por cnidocitos con actividad toxicoldgica,
sirven de defensa contra depredadores, pero no se especifica cuales son los

organismos especificos responsables (J. Prentis et al., 2018; Menezes & Thakur,
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2022). Ciertos reportes indican que peces y moluscos se alimentan de las
anémonas de matr, lo cual sugiere que estos organismos sufren de heridas por estos
depredadores (Ates, 1989; Edmunds et al., 1976). En condiciones de acuario y de
laboratorio, se observé que estos organismos presentan comportamientos de
canibalismo si es que dos organismos se encuentran muy cerca de otro, y si hay un
contacto entre ellos. Ademas, al mantener las condiciones naturales de los
organismos en los acuarios, se mantuvo la biota colectada, lo que incluy6 algas
marinas y cangrejos. Estos Ultimos causaron la desaparicion de anémonas, lo que
sugiere que hay crustaceos que pueden ser depredadores de anémonas. Los
depredadores podrian considerarse en un futuro como un indicador ecolégico en los

modelos de vulnerabilidad propuestos.

El analisis de las respuestas biolégicas en organismos acuaticos representa un reto
ya que, son colectados de manera aleatoria lo que podria sesgar los resultados, sin
embargo, hemos reducido esta variable, analizando diferentes biomarcadores en
diferentes tiempos experimentales. Asimismo, el hecho que la poblacién estudiada
sea de un numero reducido de individuos (doce), se justifica con la naturaleza del
estudio, que caracterizé el aspecto fisioldgico, histolégico y proteinico, por lo que la
estimacion de la vulnerabilidad calculada es confiable para identificar a los

individuos vulnerables ante un dafio provocado por heridas.

Las anémonas y otros organismos son estudiados por su capacidad de
regeneracion, sin embargo, las respuestas bioldégicas han sido escasamente
integradas en los modelos de vulnerabilidad de organismos acuaticos, por lo que es
recomendable incrementar los estudios (Cheung et al., 2024; Galliot & Schmid,
2002; Jeronimo-Juarez et al., 2020; Schaffer et al., 2016; Valdez Peralta, 2022).
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12. Conclusiones

La utilizacién de las anémonas, como modelo de investigacion, genero informacion
relevante sobre su acondicionamiento en sistemas experimentales, permitiendo al
mismo tiempo la investigacion sin el sacrificio de los organismos. El manejo de los

organismos permitié conocer aspectos morfologicos y fisioldgicos.

Las caracteristicas morfologicas de la anémona de mar como el color, el nimero de
tentaculos, la presencia de hileras de vesiculas, el tamafio, entre otros caracteres,
han sido utilizados para la determinacion taxondémica en México, de acuerdo a esto
la especie encontrada en Tecolutla es Bunodosoma cavernatum, sin embargo, es
necesario ampliar la determinacién de la especie con pruebas moleculares para

corroborar la especie.

La caracterizacion tisular permitié describir tejidos y células relevantes en la
sobrevivencia y desarrollo de la anémona estudiada. A nivel tisular se identifico que
los tejidos se asocian con la proteccion, transporte de substancias y movimiento,
evidenciando actividad de células epiteliomusculares, intersticiales, musculares,
mionemas, amebocitos, glandulares, mucocitos y reproductivas. Mediante la
identificacion de las principales estructuras tisulares y celulares que constituyen
estos organismos, permitieron reconocer la composicién estructural de los

tentaculos, la region oral, la columna y el disco pedio.

La descripcion tisular también permitié reconocer la interaccion entre tejidos, fibras
de colageno y células, que conforman estructuras especializada como el epitelio
contractil, la mesoglea, la red muscular, los musculos retractores, el sistema

gonadal y la gastrodermis.

El disefio experimental permitié6 observar el proceso de cierre de herida y las
respuestas biolégicas asociadas, desde la generacion de la herida hasta que se

restaura la funcionalidad del organismo.

Las respuestas biologicas como la inflamacion, fibrosis y reestructuracion de la red

muscular, reflejaron un patron durante la reparacion tisular en los tejidos en la
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anémona. Los patrones tisulares y celulares evidencian los mecanismos biolégicos

gue permiten reparar o ajustarse a las consecuencias derivadas de la herida.

Las respuestas tisulares implicadas en el proceso de reparacion tisular incluyen la
granulacion celular (inflamacion), fibrosis, regeneracion de estructuras musculares
y la cicatrizacion (tejido de granulacion). En este trabajo, se demostro que los tejidos
musculares y los procesos de cicatrizacion se desarrollan en menor tiempo que los

vertebrados y algunos invertebrados.

Las respuestas tisulares de inflamacion y restructuracion de la red muscular, no se
presentaron en todos los tiempos experimentales, a diferencia de la fibrosis, la cual
permitié realizar un analisis cuantitativo en los diferentes tiempos experimentales.

Por ello es recomendable el uso de variables cualitativas y cuantitativas.

El andlisis proteinico permiti6 reconocer proteinas constitutivas y proteinas
involucradas en el proceso de un dafio morfofisioldgico. Las proteinas estuvieron
presentes en uno o diferentes tiempos experimentales dependiendo de la condicién

morfofisioldgica del organismo.

Las proteinas enzimaticas se determinaron en los diferentes tiempos

experimentales, generando informacion del proceso fisioldgico del organismo.

El patron de respuestas tisulares esta directamente relacionado con la funcion de
enzimas especificas, como la cistationina gamma-liasa, demostrando que las
respuestas proteinicas regulan los procesos de reparacion tisular. Algunas
proteinas descritas en este trabajo no han sido descritas para las anémonas, y

menos aun en procesos de cierre de una herida y reparacion tisular.

El método de herida y los tiempos experimentales fueron adecuados para analizar
las respuestas morfoldgicas, tisulares y proteinicas, ya que fue posible obtener
respuestas biologicas a diferentes niveles de organizacion, por lo que se proponen

como indicadores.

Las enzimas relacionadas con la regeneracion muscular, como la Isoforma X8

similar a la titina, el homélogo de titina y la fosfopiruvato hidratasa, intervienen en

63



procesos miogénicos, sugiriendo un rol importante en la rapida regeneracién en la

anémona.

Asociamos las respuestas biolégicas derivadas de la herida, a las definiciones de

los parametros de vulnerabilidad, 1o que nos permitié construir una matriz de datos.

La capacidad adaptativa estuvo directamente relacionada con la cicatrizacion y la
regeneracion muscular. El célculo de la capacidad adaptativa fue de 4.11 a las 72
h,y de 1 alas 08 h, lo que indica que los organismos tienen una mayor capacidad
adaptativa a las 72 h.

La exposicion se relacion6 con el calibre de la herida y los factores asociados a la
inflamacion. El calculo de la exposicion fue de 3 en el menor tiempo (08 h), y de
1.67 en el mayor tiempo (72 h), lo que indica que los organismos tienen una mayor

exposicion a las 08 h.

La sensibilidad se estimd con el cierre de la herida gradual y los factores asociados
a la fibrosis. El calculo de la sensibilidad a través de los tiempos experimentales fue
de 3.67 alas 08 h, y de 2.33 a las 72 h, denotando una mayor sensibilidad a las 08
h.

Se estima que la vulnerabilidad fue mayor a las 8 h (5.67), en comparacion con los
diferentes tiempos experimentales, donde se calculé la menor vulnerabilidad a las
72 h (-0.11). El modelo propuesto fue util para estimar la vulnerabilidad de las
anémonas ante una herida provocada intencionalmente, ya que permitié asociar un

valor con el estado fisiologico y la sobrevivencia de los organismos experimentales.

La propuesta de este modelo de vulnerabilidad en la anémona permite generar
escenarios del estrés ambiental, del impacto del cambio climéatico y de los
fendmenos hidrometeorolégicos extremos, como el incremento del oleaje por
ciclones y huracanes, lo que constituye una herramienta adicional para los estudios

de gestion e impacto ambiental de la fauna de los sistemas ecoldgicos.
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Es importante continuar con la validacion de los modelos de vulnerabilidad y las
respuestas biolégicas empleadas, con el propésito de generar informacion para

enfrentar la crisis climatica.
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14. Anexos

Anexo 1

97"210'W

97:‘W

20":]’;0'N

20‘“J|5'N

Tecolutla

Golfo de México

18

27

Km

Mapa sefialando la region de obtencion de las anémonas de mar en el municipio de

Tecolutla, Veracruz, México (Jerénimo-Juarez et al., 2020).

Anexo 2

Respuestas proteinicas especificas en los tiempos experimentales

Control (TO)

1-fosfatidilinositol 4-quinasa

1-fosfatidilinositol-3-fosfato 5-
quinasa
3-hidroxi-3-metilglutaril

coenzima A reductasa

T24

3-metilcrotonil-CoA
carboxilasa (Fragmento)
Delta (14)-esterol reductasa
Proteina que contiene el
dominio DUF1907

Acido graso 2-hidroxilasa

T48

Similar a la endoquitinasa
acida

Proteina que contiene dominio
aldehido deshidrogenasa
Enzima  convertidora  de
angiotensina

Beta-N-acetilhexosaminidasa

Adenosilhomocisteinasa

T72

Beta-galactosidasa

Citoquinina

monofosfato

ribésido

fosforribohidrolasa
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Adenosilhomocisteinasa

ADP-ribosilarginina hidrolasa

Arf-GAP GTPasa,

repeticion de ANK y proteina

con

tipo 1 que contiene dominio
PH

Proteina que contiene dominio
BTB

Carboxipeptidasa Q

Homologo de cistinosina
Eliminada en tumores
cerebrales malignos 1
isoforma X2 similar a una
proteina

Ectonucledsido trifosfato
difosfohidrolasa tipo 4

Enzima convertidora  de

endotelina 1

Guanilato ciclasa

Ubiquitina transferasa E3 tipo
HECT
Inositol  hexakisfosfato vy
difosfoinositol-pentakisfosfato
quinasa

Similar a L-fucosa quinasa

Manosiltransferasa

Proteina quinasa no

especifica de Serina/treonina

Nucleotidiltransferasa
MAB21L1

Proteina que contiene dominio
OTU

Proteina que contiene dominio
Fe20G dioxigenasa

Proteina que contiene dominio
catalitico integrasa

NAD (+) quinasa

Proteina quinasa no
especifica de serina/treonina
Proteina que contiene dominio
Nudix hidrolasa
Proteina que contiene el
dominio PA14

Proteina que contiene dominio
PLAT

proteina-serina/treonina

fosfatasa

Ubiquitina transferasa E3 tipo
RBR

Proteina que contiene el
dominio C-terminal de la
enzima activadora de

ubiquitina E1

Tipo carboxipeptidasa B Fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (GTP)
Catalasa No receptor de tirosina-
proteina fosfatasa tipo 13
Proteina que contiene un
dominio similar a dipeptidil-

peptidasa Xaa-Pro

catepsina X

Isoforma X1 similar a la

proteina 2 que contiene
dominio CUB y peptidasa

Cistationina gamma-liasa

Tipo elastasa-1

Endonucleasa

Glutamato deshidrogenasa

Gliceraldehido-3-fosfato

deshidrogenasa

Proteina que contiene dominio
HECT

Ubiquitina transferasa E3 tipo
HECT

Proteina DDB_G0281931 que
contiene repeticiones ricas en
leucina

Subunidad del  complejo
ATPasa mitocondrial ATP10
Serinal/treonina proteina
quinasa no especifica
Proteina que contiene dominio
catalitico peptidasa S9 prolil
oligopeptidasa

Péptido-O-fucosiltransferasa

similar al plasmin6geno
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Fosfatidilinositol-3-fosfato
fosfatasa

Proteina que contiene dominio
de proteina quinasa
Subunidad reguladora de
proteina fosfatasa 1, isoforma
X1 similar a 12A

Proteina que contiene dominio
de transcriptasa inversa
Proteina que contiene dominio
RGS

Ubiquitina transferasa E3 tipo
RING

Isoforma X1 similar a la
proteasa 6 especifica de
sentrina
Serina/treonina-proteina
quinasa 40

S-formilglutation hidrolasa
Esfingomielina

fosfodiesterasa tipo 4

UDP-glucuronosiltransferasa

Anexo 3

Proteina que contiene dominio
PLAT

Poli [ADP-ribosa] polimerasa

Tipo proteina quinasa 4

Proteina que contiene dominio
de proteina quinasa

Proteina  similar a la
glucosilgalactosilhidroxilisina
glucosidasa

proteina-tirosina-fosfatasa

Receptor proteina tirosina

quinasa

Tipo retina deshidrogenasa 1

Ubiquitina transferasa E3 tipo
RING

Isoforma X8 similar a la titina

Ubiquitina carboxilo terminal
hidrolasa MINDY
UDP-N-acetilhexosamina

pirofosforilasa

Respuestas proteinicas en dos o mas tiempos experimentales

Presentes en todos los tiempos

Aminopeptidasa W07G4.4

Proteina que contiene el dominio

citosol aminopeptidasa

Fructosa-bifosfato aldolasa
Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa

Tipo lisozima

Malato deshidrogenasa

Presente en 3 tiempos

Acido similar a la quitinasa de
mamiferos (Ausente Control)
Beta-hexosaminidasa (Ausente
Control)

Tipo catepsina B (Ausente T72)

Proteina que contiene el dominio
GH18 (Ausente Control)

Presente en 2 tiempos
Beta-N-acetilhexosaminidasa

Proteina 1 similar a quitinasa-3

Factor de iniciacion de la traduccion
eucariota tipo 2-alfa quinasa 1
Proteina que contiene el dominio
GH18

Gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Fragmento)
Serina/treonina proteina quinasa no

especifica
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Isoforma X1 similar a la

peroxiredoxina-2

Proteina MUCHO DESPUES DEL
ROJO LEJOS 3-like

Superoéxido dismutasa [Cu-Zn]
Proteina que contiene dominio de
tiorredoxina

Triosafosfato isomerasa

Tipo catepsina L1

Proteina que contiene dominio AAA+

Gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (Fragmento)
(Ausente Control)
Lactoilglutation liasa (Ausente
Control)

Nucleésido difosfato quinasa
(Ausente T48)

Fosfopiruvato hidratasa (Ausente
T48)

Proteina disulfuro-isomerasa
(Ausente T24)

Pectina acetilesterasa

Peptidilprolil isomerasa

Procolageno-prolina 4-dioxigenasa

Proteina disulfuro-isomerasa

Proteina que contiene dominio de
proteina quinasa

Proteina MUCHO DESPUES DEL
ROJO LEJOS 3-like

Ubiquitina transferasa E3 tipo RING

ATPasa
Nucleétido deshidratasa RSAD2
dependiente de S-adenosilmetionina
Serina/treonina-proteina fosfatasa 4,
subunidad reguladora tipo 3
Homélogo de titina
Triosafosfato isomerasa
Ubiquitina carboxilo terminal hidrolasa
tipo 19

Anexo 4

La 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa juega un rol critico en la sintesis
de colesterol celular para la homedstasis. Algunas proteinas son constitutivas por
qgue participan de manera constante, tal es el caso de la 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A reductasa que participa en la sintesis del colesterol, lipido con funcién
estructural y metabdlica, que se encuentra principalmente anclado a las membranas
celulares. El colesterol es esencial para el crecimiento de los tejidos, asi como para
la sintesis de hormonas esteroides, acidos biliares y vitamina D (Méndez et al.,
2021). En invertebrados se ha reportado la presencia de genes involucrados en la
sintesis de la proteina 3-hidroxi relacionada también con la sintesis de terpenoides.

La proteina, que contiene dominio BTB, participa en la diferenciacion mesenquimal
y que promueve la diferenciacibn miogénica. Se han descrito proteinas con
dominios BTB en musculo esquelético las cuales tienen como funcién la
diferenciacion miofibrilar (Paxton et al, 2011) (Pisani et al, 2004). Las proteinas BTB
son las encargadas de designar el tipo de miofibrilla que se va a generar de acuerdo
a la necesidad del tejido muscular.
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La homéloga de cistinosina participa en la degradacion de células apoptoéticas
engullidas. Las células apoptéticas en los animales son fagocitadas por células
fagociticas y posteriormente se degradan dentro de los fagosomas. (Yu X. et al,
2008). La muerte celular es, pues, un fendmeno inherente a la vida y permite que
aguellas células que no funcionan correctamente, ya sea debido a su
envejecimiento, a lesiones fortuitas o a la intervencion médica (quimioterapia o
radioterapia en el tratamiento del cancer) sean destruidas de una manera controlada
(Oropesa M. 2015). La proteina homdloga de cistinosina es crucial para la
degradacion de células apoptoticas engullidas por los fagosomas.

La proteina inositol hexakisfosfato y difosfoinositol-pentakisfosfato quinasa es
requerida para mantener la integridad celular, el crecimiento celular y para la
interaccién con complejos ARP (Componente esencial del citoesqueleto de actina
en lalevaduray es necesario para el movimiento de los parches de actina). Ademas,
son requeridas para el funcionamiento del citoesqueleto de actina cortical
(Feoktistova et al, 1999). Los pirofosfatos de inositol (PP-InsP) son un subgrupo
anico de sefales intracelulares con diversas funciones, muchas de las cuales
pueden verse como reflejo de un papel general en la homeostasis metabdlica. Un
ejemplo es la proteina 5-InsP7, que regula la dindmica de la familia de las Dineinas,
proteinas motoras asociadas a los microtibulos (Randall et al, 2020).

La proteina que contiene dominio OTU permite regular la energia del metabolismo
y desempefia un papel en la homeostasis de las células T, necesario para las
respuestas normales de las células T, incluida la produccion de IFNG e IL2. La
energia del metabolismo se regula por varios genes implicados en el metabolismo
de la glucosa, los lipidos y la fosforilacion oxidativa mediante la estabilizacion del
receptor delta activado por el proliferador de peroxisomas (PPAR®S) (Zhou N. et al,
2022). Se ha demostrado que la deficiencia de Otud7b atenda la activacion de
Zap70 y sus vias posteriores y altera la activacion y diferenciacion de las células T,
lo que hace que ratones sean refractarios a las respuestas autoinmunitarias e
inflamatorias mediadas por las células T (Hu H. et al, 2016).

La fosfatidilinositol-3-fosfato fosfatasa regula los filamentos intermediarios de
desmina que se encargan del ensamblaje y arquitectura de vacuolas. Es importante
recalcar que también tienen una funcion en el mantenimiento del musculo
esquelético, pero no participa en la miogénesis. La miotubularina (fosfatidilinositol-
3-fosfato fosfatasa) controla la arquitectura de los filamentos intermedios de
desmina en el musculo esquelético humano y de raton (Hnia K. et al, 2011). Cuando
existe o se induce la falta de la miotubularina, se generan patologias relacionadas
con el tejido muscular.
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El acido graso 2-hidroxilasa tiene como funcion la sintesis de galactoesfingolipidos
de la vaina de mielina, asi como de la sintesis de esfingolipidos y de
glicoesfingolipidos relacionados en la formacion de cuerpos laminares epidérmicos
criticos para la barrera de permeabilidad de la piel. Se han realizado investigaciones
que proponen que el acido graso 2-hidroxilasa es la enzima responsable de la
formacion de ceramida alfa-hidroxilada en los oligodendrocitos del cerebro de los
mamiferos (Eckhardt et al., 2005). Los esfingolipidos que contienen &cidos grasos
2-hidroxilados se encuentran entre los componentes lipidicos mas abundantes de
la vaina de mielina y, por lo tanto, se cree que desempefian un papel importante en
la formacion y funcion de la mielina (Zoeller et al., 2008). Las ceramidas en el estrato
corneo de los mamiferos comprenden una mezcla heterogénea de especies
moleculares que sirven a la barrera de permeabilidad epidérmica, una funcion
esencial para la supervivencia en un entorno terrestre. Ademas de una variacion de
las especies de esfingol, la hidroxilacién de los &acidos grasos unidos a amida
contribuye a la diversidad de las ceramidas epidérmicas. La 2-hidroxilasa de acidos
grasos, codificada por el gen FA2H, el homélogo en los mamiferos de FAH1 en la
levadura, cataliza la sintesis de esfingolipidos que contienen acidos grasos 2-hidroxi
(Uchida et al., 2007).

La proteina quinasa no especifica de serina/treonina la cual esta implicada en un
amplio rango de procesos celulares (apoptosis, diferenciacion, respuesta de dafio a
ADN, sobrevivencia celular, regulacion de canales ionicos, regulacion del ciclo
circadiano) en respuesta a hormonas esteroideas Y tiroides, calcio, acidos grasos,
TGF-Beta y estresores oxidativos y genotoxicos. Participa en el control del
mecanismo de respuesta de dafio a ADN, mediante la activaciéon de puntos de
control y la reparacion de dafios en el ADN mediante, por ejemplo, la regulacién de
la sefializacion ATM/ATR y la desfosforilaciéon de PRKDC y TP53BP1. Por ultimo,
inhibe la apoptosis mediada por ASK1/MAP3KS5 inducida por estrés oxidativo.

89



AVN\

Casa abierta al tiempo
UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00118
Matricula: 2213801080

r N
Biomarcadores para estimar
la capacidad adaptativa de En la Ciudad de México, se presentaron a las 11:00 horas
la anémona Bunodosoma del dia 18 del mes de diciembre del afio 2024 en la Unidad
cavernatum; propuesta como Iztapalapa de la Universidad Autdénoma Metropclitana, los
modelec de vulnerabilidad. suscritos miembros del jurado:
DRA. MARIA ISABEL DEL CARMEN GUERRERO LEGARRETA
DR. ANTONIO ZOILO MARQUEZ GARCIA
DRA. NORMA ANGELICA SANTIBANEZ AGUASCALIENTES
J,
Bajo la Presidencia de la primera y con caracter de
i e v Secretaria la tltima, se reunieron para proceder al Examen
" de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
4 obtencidén del grado de:
e MAESTRO EN CIENCIAS (ENERGIA Y MEDIO AMBIENTE)
DE: FERNANDO MISAEL MATADAMAS GUZMAN
T y de acuerdo con el articulo 78 fracecidn III del
5 gt W, Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
" Auténoma Metropolitana, los iembros del jurado
- . resolvieron:
FERNANDO MISAEL MATADAMAS GUZMAN KO 4//-
ALUMNO /{:7
- >
r ~
/’_Y\rﬁo
\ Acto continuo, la presidenta del Jjurado cemunicé al
/ : &y
/ | \ interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
[ [N aprobatorio, le fue tomada la protesta.
MTRA. ROSALIASERRANO DE LA PAZ
DIRECTORA DE SISTEMAS ESCOLARES
. bil J U y
V
- By 2 ™y
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBI PRESIDENTA
Pemun ‘Lu,mn»; Q;‘uwrt T
DR. ROMAN LINARES ROMERO DRA. MARIA ISABEL DEL CARMEN
GUERRERO LEGARRE
. > . > y
- ™ o )
VOCAL SECRETARIA
#
oy
N
DR. ANTONIO ZOILO MARQUEZ GARCIA DRA. NORMA ANGELICA SANTIBANEZ
4 AGUASCALIENTES
- . . >




