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“ La ciencia es mucho mas una determinada manera de pensar que un cuerpo
de conocimientos. Su objetivo es descubrir cdmo funciona el mundo, detectar las
regularidades que puedan existir, captar las vinculaciones que se dan entre
cosas... el mejor medio que tiene la humanidad para evitar todo tipo de abusos
es adquirir una educacion cientifica que le permita comprender las derivaciones
que trae consigo todo programa de investigacion.”

Carl Sagan
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RESUMEN

Carybdea marsupialis es una cubomedusa muy abundante en aguas del
Mediterraneo y mar Caribe. Su veneno es una mezcla compleja de compuestos
con actividad bioldgica y que utiliza para capturar a sus presas y defenderse de
sus depredadores . Este trabajo se enfocé en el aislamiento y purificacion parcial
de las neurotoxinas en dicho organismo mediante distintas técnicas
cromatograficas, asi como su caracterizacibn con ensayos biolégicos vy
electrofisiolégicos. La dosis letal media (DLsp) calculada para el veneno crudo
fue de 12mg/kg en cangrejos de la especie Ocypode quadrata. La filtracion en
gel (Sephadex G-50) se utilizé como primer paso cromatografico y la fraccidon
con actividad biolégica se hizo pasar por una columna de intercambio anidnico
QAE Sephadex A-25. La fraccion activa se separd en una columna de
intercambio catidénico (Fractogel EMD SOj ) y aquella fraccion con actividad
neurotoxica se hizo pasar por una columna de HPLC fase reversa Microsorb C4
300 A 4.6x250mm. Las fracciones que presentaron actividad neurotéxica fueron
analizadas electroforéticamente por SDS-PAGE, encontrandose un complejo de
proteinas con bandas de entre 40 y 120 kDa. Se obtuvieron nueve fracciones las
cuales se analizaron en ovocitos de Xenopus laevis inyectados con ARN
mensajero de cerebro de rata mediante la técnica de control de voltaje. Dos
fracciones mostraron actividad en canales ionicos y las respuestas son
reversibles y dependientes de la concentracion.
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ABSTRACT

Carybdea marsupialis is a widely distributed box jellyfish found in the tropical
waters of the Mediterranean and Caribbean Sea. Its venom is a complex mixture
of biologically active compounds that are used to catch prey. In order to evaluate
the activity of the neurotoxins in the venom, bioassays were carried out using sea
crabs Ocypode quadrata leading to a lethal dose (LDsp) of 12 mg/kg. The
proteins with neurotoxic effect were partially purified using low-pressure liquid
chromatography techniques. Gel filtration (Sephadex G-50) was used as the first
step and the active fraction in crabs was passed through a QAE Sephadex A-25
column. The active fraction was run onto a Fractogel EMD SO* column and
finally, the active fraction was run onto reverse phase HPLC Microsorb C4 300A,
4.6x250mm column. The fractions containing the neurotoxic activity were
analyzed by SDS-PAGE showing a complex mixture of protein bands from 40 to
120 kDa. The final nine HPLC fractions were analyzed by Voltage-Clamp
technique using Xenopus oocytes injected with mRNA from the brain of a rat.
Two fractions were observed to affect crustacean ion channels and showed
activity in different membrane proteins from rat the brain. The effect is dose-
dependant and reversible.
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I. INTRODUCCION

De entre la gran variedad de fuentes de las que el ser humano puede
desarrollar nuevos compuestos con actividad farmacologica, los compuestos
provenientes de organismos vivos, llamados productos naturales, son de
particular interés. Aproximadamente una tercera parte de los farmacos utilizados
provienen o son derivados de estructuras encontradas en la naturaleza (Proksch
et al., 2003). A pesar de que el 70% de la superficie de la Tierra esta cubierta
por océano, la mayoria de los productos naturales utilizados han sido obtenidos
de organismos terrestres por su accesibilidad.

En la actualidad, se han identificado y estudiado mas de 14,000

compuestos de origen marino y varios de ellos se encuentran en pruebas
clinicas y preclinicas (Tabla 1).

Tabla 1. Compuestos marinos en fase clinica (Kijjoa, 2004).

Condicion Compuesto Organismo
Cancer Aplidina Tunicado
Briostatina 1 Briozoario
Didemnina B Tunicado
Dolastatina 10 Liebre
marina
Ecteinascidina-743 Tunicado
Halicondrina B Esponja
Kahalaide F Molusco
Mycaperéxido B Esponja
HIV Trisulfato de Tunicado
ciclodidemniserinol
Sulfato de lamerallin Tunicado
Infeccion por Ditiocianatos Esponja
nematodos
Asma Contignasterol Esponja
Dolor Conotoxinas Molusco

La busqueda de nuevos medicamentos y sustancias con fines
terapéuticos va en ascenso en los ultimos afos. La existencia de enfermedades
para las que no existen medicamentos, la resistencia de agentes patdgenos y
los avances en la biologia molecular, han impulsado la identificacion de
moléculas “blanco” y han causado interés en la busqueda de nuevos farmacos
potentes y especificos (Garateix, 2005).



Toxinas

La biodiversidad da como resultado una gran variedad de sustancias
quimicas que les sirven a los organismos para incrementar sus posibilidades de
supervivencia. Los venenos (compuestos principalmente por péptidos vy
proteinas) y ponzofias (metabolitos secundarios producidos o adquiridos)
contienen una mezcla compleja de sustancias llamadas toxinas, las cuales son
moléculas que varian enormemente en sus estructuras quimicas y tamanos
(Mebs, 2002).

De acuerdo a su modo de accién, las toxinas pueden clasificarse en dos
grupos principales:

Citolisinas

Destruyen las membranas celulares y forman canales o poros. Estos
poros hacen que las membranas sean permeables y alteran el equilibrio
osmotico; las células absorben agua hasta explotar. Son de dos tipos:

1. Citolisinas cataliticas: toxinas con la capacidad de hidrolizar fosfolipidos
en las membranas celulares, conocidas como fosfolipasas.

2. Citolisinas que forman poros en la membrana: la toxina se une al
colesterol de la membrana y promueve la formacion de polimeros, los
cuales se insertan en la membrana hasta atravesarla y formar un poro
(Bernheimer y Rudy, 1986).

Neurotoxinas

Las neurotoxinas son las toxinas mas potentes que se conocen (Tabla 2).
Se producen por organismos que incluyen una gran variedad de niveles
taxondmicos, desde microorganismos hasta animales superiores; se les llama
asi por su accion sobre el sistema nervioso, interfieren con la transmision del
impulso nervioso y actuan sobre sitios especificos (Tabla 3), lo que las hace
muy utiles en la investigacion fisiologica y farmacologica.



Tabla 2. Valores aproximados de letalidad de algunas
de las neurotoxinas mas potentes (Dixit et al., 2005).

Toxina LD 50 Naturaleza quimica Fuente
aprox.
pg/kg
Botulina 0.0001 peptidica bacteria
Batracotoxina 0.06 alcaloide anfibio
Palytoxina 0.150 polialcohol de estructura anémona
compleja
Dendrotoxina 0.20 peptidica serpiente
Saxitoxina 5 alcaloide dinoflagelado
Tetrodotoxina 8 alcaloide dinoflagelado
Brevetoxina 10 éter policiclico dinoflagelado
Conotoxinas 80 peptidica molusco
Latrotoxina 100 peptidica arafa
Anatoxina 200 alcaloide cianobacteria
Charybdotoxina 300 peptidica escorpion
Apamina 800 peptidica abeja
Capsaicina 800 alcaloide planta

Las neurotoxinas pueden clasificarse de distintas formas:
A. Por su blanco molecular (Tabla 3), se pueden dividir en:

A.l. Neurotoxinas que afectan receptores:
A.1.1. Neurotoxinas que afectan los receptores nicotinicos: Las
bungarotoxinas han sido herramientas fundamentales en la
elucidaciéon de la estructura y funcion de estos receptores
(Chiappinelli, 1993).
A.1.2. Neurotoxinas que afectan los receptores glutamatérgicos:
hasta ahora, se han encontrado pocas toxinas con efecto en este
tipo de receptores. Un ejemplo es la toxina de la arana Joro (JSTX)
que tiene un efecto antagonista sobre el receptor NMDA (Hawai y
Nakijama, 1993).
A.1.3. Neurotoxinas que se unen a adrenoreceptores: El veneno de
la serpiente Vipera russeli russeli tiene dos péptidos de este tipo
(Freedman y Snyder, 1981).

A.2. Neurotoxinas que actuan sobre canales idnicos:
A.2.1. Canales de Potasio: Las toxinas de escorpion han sido las
mas estudiadas (Posanni et al., 1982; Miller et al., 1985). La
apamina, una toxina aislada de la abeja y algunas toxinas de
anémonas también tienen efectos antagonicos sobre estos canales.
A.2.2. Canales de Calcio: Las w-conotoxinas han sido las mas
estudiadas al respecto (Craig, 2000). Estos péptidos tienen

4



acciones tan especificas, que son sustancias con aplicaciones
terapéuticas muy prometedoras (Layer y Mcintosh, 2006).

A.2.3. Canales de Sodio: La tetrodotoxina es tal vez la toxina
bloqueadora del canal mas estudiada (Miyazawa y Noguchi, 2001;

Al-Sabi et al. 2006).

Tabla 3 Algunas neurotoxinas importantes, sus fuentes
y modo de accién (Dixit et al., 2005).

Toxina Fuente Modo de accién
Agatoxina arana “tela de embudo” Bloguea canales de calcio
a- serpiente Bloquea receptor nicotinico de
bungarotoxina acetilcolina
Anatoxina alga Agonista de receptor de
acetilcolina
Apamina abeja Apis mellifera Bloquea canales de potasio
Batracotoxina rana venenosa Inhibe el cierre de canales de
centroamericana sodio
Botulina bacteria Chlostridium Bloquea la liberacion de
botulinum acetilcolina
Brevetoxina dinoflagelado (marea roja) Activa canales de sodio
Charybdotoxina escorpion Bloguea canales de potasio
Ciguatoxina dinoflagelado Activa canales de sodio
Cobrotoxina cobra Bloquea receptores nicotinicos

Conotoxinas

caracoles marinos del
género Conus

Bloquean canales de calcio y
sodio regulados por voltaje y
receptores de acetilcolina, entre
otros

Dendrotoxina

mamba verde

Bloquea canales de potasio

Latrotoxina

arana Latrodectus mactans

Estimula la liberacion de
acetilcolina

Palytoxina

coral del género Palythoa

Activa canales de sodio

Saxitoxina

dinoflagelados

Bloguea canales de sodio

Stichotoxina

anémona Stichodactyla
hellianthus

Bloquea canales de potasio

Toxina tetanica

bacteria Chlostridium tetani

Bloquea la liberacion de
acetilcolina

Tetrodotoxina

bacterias, pez globo y
pulpo de anillos azules,
entre otros

Bloquea canales de sodio




B. Dada su naturaleza quimica, las neurotoxinas pueden ser de dos tipos:
B.1. No peptidicas: A este tipo pertenecen toxinas con estructuras
quimicas muy variadas (Fig. 1). Suelen ser metabolitos muy pequefios
que se encuentran en redes troficas que incluyen desde bacterias hasta
vertebrados (Al-Sabi et al., 2006).

B.2. Peptidicas: Compuestos con actividad neurotdxica que pueden variar
de tamano, desde pequefos péptidos hasta proteinas (Fig. 2).

C

Figura 1. Neurotoxinas no peptidicas. A: Tetrodotoxina, un alcaloide; B:
Maitotoxina, un éter policiclico; C: Argiotoxina, un alcaloide (Mebs, 2002).

B-IV

Figura 2. Neurotoxinas peptidicas. AneTX la: Toxina aislada del veneno de

Anthopleura spp. B-1V: Toxina aislada de secreciones toxicas del gusano cinta
Cerebratulus lacteus (Al-Sabi et al., 2006).



El phylum Cnidaria como fuente de sustancias activas

Estudios sobre las substancias quimicas presentes en los cnidarios,
muestran la presencia de compuestos de alto y bajo peso molecular y de
naturaleza quimica muy variada. Entre las substancias de bajo peso molecular
se han encontrado carotenoides en anémonas y corales (Walker, 1988),
terpenoides en corales blandos y gorgénidos (Neeman et al., 1974; Wratten et
al., 1977), esteroides (Goad, 1978) y aminas principalmente en anémonas
(Mathias et al., 1960). Entre los compuestos de alto peso molecular podemos
encontrar péptidos y proteinas.

Ya que las toxinas de cnidarios contienen toda esta diversidad de
sustancias, el trabajo se enfoca al estudio de las toxinas con actividad
neurotdxica de tipo peptidico en un organismo de este phylum.

Toxinas de Cnidarios

La transmisién neuromuscular es fundamental para el funcionamiento de
un organismo vivo y una anomalia en ella puede causar estragos en él, por lo
que es el blanco de las toxinas de muchos organismos incluyendo a los
cnidarios.

El veneno de los cnidarios es termolabil, no dializable, y se degrada por
agentes proteoliticos. La mayoria de las toxinas hasta ahora estudiadas actuan
directamente sobre los canales de potasio y sodio, y provocan una cascada de
liberacion de mediadores inflamatorios. ElI veneno puede contener
catecolaminas, aminas vasoactivas (histamina, serotonina) bradicininas,
colagenasas, hialuronidasas, proteasas, fosfolipasas, fibrinolisinas,
dermatoneurotoxinas, cardiotoxinas, miotoxinas, nefrotoxinas, neurotoxinas vy
antigenos (Walker, 1988). La potencia total de los efectos fisiolégicos del veneno
de los nematocistos es el resultado de la accion combinada de todos estos
componentes (Hessinger, 1988).

Muchos venenos de cnidarios son extremadamente labiles a
temperaturas mayores de 0°C y se descomponen en ciclos de congelacion-
descongelacion (Burnett y Goldner, 1970).

La mayor parte de las toxinas de los cnidarios son de tipo proteico y esto
por diversas razones (Hessinger, 1988):

a). Las toxinas proteicas son de dos a cinco 6rdenes de magnitud mas letales
que las no proteinicas.



b). Estan disefiadas para interactuar especificamente en sitios moleculares.

c). Algunas toxinas proteicas tienen propiedades enzimaticas para amplificar sus
efectos bioldgicos.

d). Debido a su gran tamafio y estructura tridimensional, algunas toxinas pueden
formar poros en la membrana de las células.

e). Pueden pasar de estados inactivos a estado activos en respuesta a cambios
extrinsecos, es decir, pueden ser inactivas dentro del nematocisto pero activarse
al ser liberadas o entrar en contacto con el blanco.

Del total de las toxinas hasta ahora encontradas en cnidarios, las de
anémonas son las que mejor han sido estudiadas. Muchas actuan sobre canales
de sodio y potasio las cuales se conocen con detalle. Las toxinas de anémonas
que actuan claramente en canales de calcio aun no han sido caracterizadas
(Messerli y Greenberg, 2006); una posible candidata es la toxina Bainh aislada
de la anémona Bunodosoma granulifera (Salinas et al., 1997).

Se ha encontrado que la mayoria de las toxinas de anémonas que
afectan los canales de sodio, retardan su inactivacion (Kem, 2002). De entre las
que afectan los canales de potasio, los bloquean, como las toxinas aisladas de
Bunodosoma granulifera, Stychodactyla helianthus (Aneiros et al., 1993;
Castaneda et al., 1995) y Anthopleura elegantissima (Diochot et al., 2003). Una
de ellas es un posible candidato al tratamiento de la esclerosis multiple y otras
enfermedades autoinmunes (Norton et al., 2004).

Toxinas de medusas y cubomedusas

El encuentro con estos organismos no sélo puede producir dolores e
inflamaciones agudas sino, dependiendo de la sensibilidad de la victima, puede
producir sintomas tales como dermatitis, neuropatias, paralisis, cardiopatias o
incluso la muerte (Burnett et al., 1998).

El veneno de la ortiga de mar (Chrysaora quinquecirrha) contrae los
anillos aorticos en ratas por el incremento del flujo de calcio en canales
dependientes de voltaje y es disminuido considerablemente con el uso de
nifedipina y verapamil (Lin et al., 1988). Extractos de los venenos de C. fleckeri,
P. physalis y C. quinquecirrha producen bloqueos de funciones neurales
dependientes de la concentracion. El veneno de la cubomedusa Carukia barnesi
produce un dolor severo acompafiado de problemas cardio-respiratorios (Burnett
et al.,, 1998). Extractos del veneno de Linuche unguiculata y Cassiopea
xamachana tienen importante toxicidad contra el protozoo Giardia lamblia, lo que



hace su estudio interesante desde el punto de vista farmacologico (Morales-
Landa et al., 2007).

De los cientos de especies que se conocen, solo 5 son reconocidas como
potencialmente mortales. La mas peligrosa de ellas, Chironex fleckeri,
considerada por muchos uno de los animales mas peligrosos del mundo, ha sido
responsable de al menos 70 muertes en Australia (Tibbals, 2006). El veneno de
esta medusa produce un dolor intenso acompanado de un comportamiento
frenético agonizante (en los casos fatales) y la muerte es producida
principalmente por paro respiratorio o cardiaco (Barnes, 1966).

Canales lonicos

El sistema nervioso esta formado por millones de células que se agrupan
en dos tipos fundamentales: las llamadas neuronas y las células gliales; la
comunicacion eficiente entre estas células es de vital importancia para su
funcionamiento.

La comunicacion entre células neuronales se realiza en la region
altamente especializada llamada sinapsis. Existen varios tipos de sinapsis
(Darnell, et al., 1998):

Sinapsis eléctrica: los iones se mueven directamente de una neurona a otra a
través de uniones “gap” o nexus (conductos célula-célula). La despolarizacién de
la membrana asociada a un potencial de accion en la célula presinaptica pasa a
través de la union en hendidura y despolariza la célula postsinaptica.

Sinapsis quimica: Esta estructura esta constituida por tres componentes:
presinapsis (terminal del axdn), postsinapsis (dendrita) y un espacio sinaptico. El
mecanismo de comunicacion sinaptica es de tipo electroquimico. Comienza con
un potencial de accion que ocasiona la apertura de canales de sodio localizados
principalmente en los nodulos de Ranvier. La entrada de iones de sodio,
despolariza la membrana presinaptica lo que activa a los canales de calcio y
potasio. El incremento de calcio intracelular dispara el mecanismo de fusién de
vesiculas en la membrana que finalmente liberan a los neurotransmisores hacia
el espacio sinaptico y activan receptores en la membrana postsinaptica.



Figura 3. Sinapsis neuronal (tomada de: psi-angen.blogia.com).

Existe un potencial eléctrico a través de las membranas celulares debido a
una diferencia en las concentraciones de iones en el medio intracelular con
respecto al extracelular (Figura 4a) . El ion potasio (K') se encuentra mas
concentrado en el citosol mientras que los iones sodio (Na*), calcio (Ca*") y
cloruro (CI') se encuentran en mayor proporcién en el medio extracelular. Los
iones tienden a moverse en direccion de su gradiente de concentraciéon a través
de canales iénicos (McCormick, 2004).

Los canales idnicos (figura 4b) son proteinas integrales de la membrana que
contienen una estructura especializada llamada poro y permiten que iones
particulares crucen la membrana neuronal (Purves, 2007 ). Son los responsables
de generar y regular las sefales eléctricas del cuerpo ya que conducen iones a
altas velocidades. Estas sefiales modulan funciones fisiolégicas importantes
(Arias, 2006).
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Figura 4. a: Origen del potencial eléctrico en una membrana. La composicién
ionica en el citosol y el medio extracelular son diferentes. Durante el reposo,
existe un mayor numero de canales de K* abiertos que de Na® y CI; un mayor
numero de iones K* salen de la célula y el exterior de la célula adquiere una
carga neta positiva respecto del interior (tomado de Darnell, 1995). b: Los
canales ionicos permiten el movimiento de iones seleccionados por difusion de
forma que los gradientes quimicos disminuyen (tomado de Purves, 2007 ).

Los canales idnicos pueden ser de varios tipos:

1.- Activados por el voltaje: son regulados por cambios en el potencial de
membrana.

2.- Activados por ligando: son regulados por neurotransmisores.

3.- Mecanosensibles: responden a estimulos mecanicos.

Los canales ionicos regulados por voltaje mas estudiados son los de
sodio (Na,), potasio (K,) y calcio (Ca,) y han sido descritas varias toxinas
naturales que afectan su funcionamiento, por ejemplo:

1.- Na, Mas de 50 toxinas de anémonas han sido aisladas y producidas por
técnicas de ADN recombinante que afectan este canal (Messerli y Greenberg,
2006). Actuan principalmente retardando la inactivacion del canal (Bergman et
al., 1976; Vincent et al., 1980; Schweitz et al., 1981; Warashina et al., 1988).
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2.- Ky, Se han identificado 11 toxinas de anémonas que bloquean este canal
(Messerli y Greenberg, 2006).

3.- Ca, Las w-conotoxinas de los moluscos del género Conus son las toxinas
marinas mas caracterizadas que afectan directamente este canal. Fracciones
obtenidas del veneno del hidrozoario Millepora complanata afectan los canales
de Ca?* tipo L (Rojas et al., 2001). El veneno de la ortiga de mar también es un
posible candidato (Lin et al., 1988).

Existen pocos estudios sobre toxinas de cnidarios que afecten receptores
activados por ligando. Las lofotoxinas (obtenidas de corales gorgdnidos del
género Lophogorgia y Pseudopterogorgia) son antagonistas de los algunos
receptores de acetilcolina (Arias, 2006). La toxina de alto peso de molecular (Ps)
aislada de Physalia physalis bloquea reversiblemente los receptores
glutamatérgicos en cangrejos (Mas, 1989). Efecto similar se ha encontrado en
fracciones purificadas del veneno de la anémona Phyllactis flosculifera (Garateix
et al., 1996). El extracto crudo de la anémona Bunodosoma caissarum (Gondran
et al., 2002) tiene un efecto agonista del sistema glutamatérgico, posiblemente el
receptor de tipo NMDA.
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.  ANTECEDENTES

Phylum Cnidaria

El Phylum Cnidaria (Cnida = ortiga, en griego) incluye algunas de las
especies mas venenosas de los invertebrados marinos. Se conocen
aproximadamente 10,000 especies. Poseen células llamadas cnidocitos situadas
en la epidermis entre las células epiteliomusculares. Dentro de los cnidocitos
encontramos unos pequefios organulos eversibles llamados nematocistos (Fig. 5)
que son utilizados para defensa y captura de presas. Las toxinas alojadas en los
nematocistos de estas especies son mezclas complejas de polipéptidos vy
proteinas de mediano y elevado peso molecular, con capacidad para estimular
reacciones toxicas e inmunoldgicas. El conocimiento sobre el efecto producido
por las toxinas en el hombre se ha incrementado en las ultimas décadas,
encontrandose que estas toxinas se encuentran entre los venenos mas potentes
hasta ahora conocidos. Este phylum se considera unico ya que practicamente
todos sus miembros son toxicos, lo que lo hace muy atractivo para
investigaciones toxinoldgicas (Kem, 1989).

— Tubulo

evertido
o Opérculo
Cnidocilio
Espinas
Capsula
Tabulo
enrollado Nucleo del
cnidocito

Figura 5. Esquema de un nematocisto (lvy Livingstone, 1994).
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Se ha calculado que el tiempo de descarga de un nematocisto es cuestion
de milisegundos (Tardent, 1988) y que es en varias etapas.

Existen mas de 24 tipos de nematocistos (Mariscal, 1974). Las diferencias
morfolégicas implican funciones especificas relacionadas con la captura de
presas o defensa, es decir, penetracion, adherencia, etc. (Purcell y Mills, 1988).
Generalmente se asume que solo los nematocistos penetrantes son venenosos.
Por ejemplo, los tubulos evertidos de holotricos isorrizas de Physalia physalis se
extienden mas de 50 veces el diametro de la capsula del nematocisto y pueden
penetrar hasta tejidos vascularizados en seres humanos (Cormier y Hessinger,
1980).

Aun no es claro el mecanismo de descarga de los nematocistos pero
diversos estudios indican que podria ser una mezcla de estimulos quimicos,
mecanicos y osmoticos. La mayoria de los estudios realizados indican que la
descarga en condiciones naturales depende principalmente de estimulos
quimicos y mecanicos (Rifkin et al., 1996) lo que los hace independientes del
sistema nervioso del animal. Sin embargo, experimentos diversos han mostrado
que la descarga puede ser controlada por el animal dependiendo de su estado.
Por ejemplo, algunas anémonas descargan sus nematocistos dependiendo del
sustrato donde se encuentre su disco pedal (Davenport et al., 1961; Ellis et al.,
1969). Burnett et al. (1960) y Bouchet (1961) observaron que la hidra reduce
sus descargas de nematocistos después de haber sido bien alimentada.

El phylum Cnidaria esta compuesto por las clases siguientes (Fig. 6):

-Scyphozoa: Al que pertenecen las llamadas medusas verdaderas,
habitualmente de altamar y que son arrastradas hacia las costas. Su tamafo
varia desde unos pocos centimetros hasta mas de un metro.

-Cubozoa: A esta clase pertenecen las llamadas cubomedusas, las mas
toxicas, con campanas o umbrelas en forma de cubo y uno (Carybdeidos) o
varios (Chirodrépidos) tentaculos en cada esquina.

-Anthozoa: anémonas y corales.

-Hydrozoa: hidropélipos e hidromedusas.

-Staurozoa: esta clase de cnidarios fue recientemente designada. Incluye
al anterior orden stauromedusae de los scyphozoos (Daly et al., 2007).
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Figura 6. Phylum Cnidaria. A: Scyphozoa (Pelagia noctiluca, foto:
www.focuspocus.org); B: Cubozoa (Carybdea rastonii, foto: www.paleobio.org);
C: Anthozoa (Condylactis gigantea, foto: Ricardo Gonzalez); D: Staurozoa
(Haliclystus octoradiatus, foto: Richard Lord); E: Hydrozoa (Physalia physalis,
foto: www.bioweb.uwlax.edu).

Las cubomedusas son un grupo de cnidarios conocido principalmente por
los estudios realizados con Chironex fleckeri, la cubomedusa mas peligrosa y
considerada una de las especies mas venenosas en el mundo. Brinkman vy
Burnell (2007) aislaron dos toxinas, CfTX-1 y CfTX-2, con pesos moleculares de
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43 y 45 kDa respectivamente y que tienen capacidad hemolitica. Nagai (2003)
documenta las propiedades quimicas de algunas toxinas de tres especies de
cubomedusas: Carybdea rastoni, Carybdea alata y Chripsosalmus quadrigatus.
Las toxinas de estas especies mostraron toxicidad letal en crustaceos y actividad
hemolitica en los eritrocitos de oveja.

Carybdea marsupialis

También conocida como “avispdn marino” es una cubomedusa
transparente, Tiene cuatro dérganos sensoriales (ocelos) localizados en la
campana. Presenta forma de cubo y el tamafio de campana oscila entre 2 y 4
cm de altura y 3 cm de ancho. Posee 4 tentaculos ubicados en cada esquina de
la campana, los cuales llegan a medir hasta 30 cm de largo (Fig. 7). Los
tentaculos tienen tres tipos de nematocistos agrupados en anillos (Avian, 1997):
1.- Heterotricos microbasicos euriteles
2.- Holotricos isorrizas haplonemes
3.- Atricos isorrizas haplonemes

Figura 7. Carybdea marsupialis (tomado de:
doris.ffessm.fr/.../carybdea_marsupialis-gc1.JPG).
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La posicion taxonomica de la cubomedusa es la siguiente (Williamson et
al., 1996):

Reino: Animal
Phylum: Cnidaria Hatschek, 1888
Clase: Cubozoa Werner, 1975
Orden: Cubomedusae (=Carybdeida) Gegenbaur, 1856
Familia: Carybdeidae Haeckel, 1877
Género: Carybdea Péron & Lesueur, 1810
Especie: Carybdea marsupialis Linné, 1758

Es una cubomedusa muy abundante en aguas poco profundas (Torrens,
1994). Se encuentra distribuida en el Pacifico, Atlantico, Mar Caribe y
Mediterraneo (Kramp, 1961).

Azila y Othman (1991) encontraron que los tentaculos de las medusas del
género Carybdea contienen factores activos, hemoliticos y hemorragicos. Rottini
et al. (1995) purificaron y estudiaron las propiedades de una toxina citolitica
presente en Carybdea marsupialis. Torrens (2004) determiné la DLsg (0.99mg/ml)
en organismos de la  especie Ocypode quadrata, con el extracto crudo de
Carybdea marsupialis y purificé la neurotoxina CmNt con un peso molecular
aproximado de 120 kDa. Morales-Landa et al. (2007), determinaron la DLs, de
extracto crudo de C. marsupialis (44 mg/kg) en tilapias de la especie
Oreochromis niloticus, y encontraron que la toxina produce paralisis neural.

En general se han aislado en especies de cubomedusas (Tabla 4),
substancias de accion citotdxica, antifungica, y antineoplasica (Sobrino, 1996).
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Tabla 4. Algunas toxinas aisladas de cubomedusas.

NOMBRE TOXINA | TIPO PESO REFERENCIA
MOLECULAR
(kDa)
1.- Carybdea CrTX-A 43 Nagai et al.
rastoni (2000a)
CrTX-B 46
2.- Carybdea CrTX-A 43 Nagai et al.
alata (2000b)
CrTX-B 45
CAH1 hemolisina | 42 Chung et al.
(2000)
3.- Carybdea CARTOX | hemolisina | 102-107 Rottini et al.
marsupialis (1995)
CmNT neurotoxina | 120 Sanchez-
Rodriguez
(2006)
4.- Chironex hemolisina | 70 Endean et al.
fleckeri (1993)
miotoxina 150 Endeany
Sizemore (1987)
miotoxina 600
neurotoxina | 150
hemolisina | 150
CfTX-1 citolisina 43 Brinkman y
Burnell (2007)
CfTX-2 citolisina 45
5.- Chiropsalmus | CqTX-A | hemolisina | 44 Nagai (2002)
guadrigatus
6.- Carukia neurotoxina Winkel et al.
barnesi (2005)
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ll. HIPOTESIS

Las neurotoxinas presentes en Carybdea marsupialis afectaran los canales
ionicos y/o otras proteinas de membrana expresadas en ovocitos de
Xenopus laevis.

V. OBJETIVO

Purificar y caracterizar los compuestos con actividad neurotoxica presentes
en Carybdea marsupialis.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Aislar las neurotoxinas presentes en la cubomedusa Carybdea
marsupialis.

- Purificar parcialmente las neurotoxinas mediante cromatografia liquida de
baja presion y cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

- Caracterizar los posibles efectos de las neurotoxinas mediante analisis
electrofisioldgico en ovocitos de Xenopus laevis.
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V. AREA DE ESTUDIO

Las costas de Quintana Roo se caracterizan por presentar un relieve muy
escaso y por la ausencia total de rios. Esto se debe al caracter karstico del
terreno, el cual es de naturaleza calcarea. A lo largo de la costa se encuentran
formaciones arrecifales sobre una plataforma continental muy estrecha. El clima
es de caracter tropical, con vientos alisios en primavera y verano y “nortes” en
otofo e invierno, y por la zona transitan huracanes y depresiones tropicales. El
medio marino esta dominado por la corriente de Yucatan que fluye paralela a la
costa con direccion hacia el norte. Las aguas costeras presentan un caracter
oceanico Yy oligotréfico, con gran estabilidad vertical, elevada transparencia y
bajos niveles de nutrientes (Merino y Otero, 1991).

La laguna arrecifal de Puerto Morelos (Fig. 8) se encuentra ubicada en la
porciéon nororiental de la Peninsula de Yucatan, entre los 20° 52° N y los 86° 51’
O (Ruiz-Renteria et al., 1998). Tiene una extension aproximada de 7 km y un
amplitud entre 350 y 1600m; la profundidad varia entre 1 y 8 m. Presenta un
promedio de 3 m (Merino-lbarra y Otero-Davalos, 1991).

Hff- ' X gz‘ :

AnzGolfo de|México, - ‘

.

o Mar Cari
ALY, ar Caribe

3 e > EGI
Fechas de|imagenes: 6de Jun: de 2008 - 10 de Oct. de 2005 hY S ) 15/56"0 elev. Om Alt.ojo 10.28 km

%’ i . - Google

Figura 8 Ubicacion de la Laguna Arrecifal de Puerto Morelos, Quintana Roo.
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VI. METODOLOGIA

Muestreo

Los ejemplares de la cubomedusa Carybdea marsupialis se recolectaron
en la laguna arrecifal de Puerto Morelos entre los meses de julio y septiembre de
2007. La recoleccion se llevé a cabo por medio de buceo libre en la zona somera
y arenosa cercana a la playa. Las cubomedusas se capturaron manualmente y
se colocaron en recipientes de plastico con capacidad de 20 | aproximadamente
llenos de agua de mar. Los organismos se transportaron a la Unidad Académica
Puerto Morelos donde se procesaron.

Obtencidén del extracto crudo

1.- En el laboratorio se cortaron los tentaculos de las medusas con tijeras y
se colocaron en viales de vidrio.

2.- Con el objeto de descargar los nematocistos en los tentaculos, se utilizo
un homogeneizador de vidrio. Los tentaculos se colocaron en agua
desionizada y se maceraron hasta obtener la descarga total de los
nematocistos, de este modo el estimulo mecanico provocado por la friccién,
provoco la eversion del tubulo y la liberacidon de la toxina al medio.

3.- El extracto se agitoé y se centrifugdé durante 30 minutos a 4000 rpom a 4 °C
en una centrifuga Eppendorf 5810 R.

4.- Se tomd una muestra del precipitado para observarla al microscopio y
comprobar que la mayoria de los nematocistos fueron descargados.

5.- Se tomo el sobrenadante y se colocd en viales de vidrio. Posteriormente
se agreg6 un inhibidor de proteasas (Complete Mini de Roche®).

6.- El material se congeld a -60°C y se liofilizd a — 48°C en un aparato Freeze
Dryng Model 77500 (LABCONCO) y se guardé nuevamente hasta su uso.
Electroforesis (SDS-PAGE)
Para conocer el intervalo de peso molecular de las proteinas que

componen la toxina, se realizd una electroforesis en gel de poliacrilamida al
7.5% del extracto crudo y de las fracciones purificadas.
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La electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) es un método rapido y sensible para separar y caracterizar proteinas.
Se basa en la velocidad de migracion de las moléculas hacia el polo positivo
de una celda. La velocidad de migracién, depende del tamafio y la forma de
la molécula.

Se utilizaron 10 mg de extracto crudo disueltos en 200yl de agua
desionizada. Las muestras se resuspendieron 1:4 en “buffer” de muestra (-
mercaptoetanol, azul de bromofenol, glicerol, 10% SDS, TRIS-HCL pH 6.8)
(ver Anexo). Se prepararon en viales de plastico y se calentaron a 95°C por 4
minutos en bafio seco. Se colocaron 14 ul de cada muestra en el gel y 2 pl
de estandar. Se us6 como estandar el Rainbow coloured protein molecular
weight markers (Amersham Pharmacia Biotech) con un intervalo de pesos
entre 250 y 14 kDa. Las muestras se corrieron a 100 volts por 45 min.
aproximadamente en un buffer de corrimiento (ver Anexo).

Para las fracciones purificadas se pesaron 7mg de la muestra liofilizada y
se disolvieron en 300ul de agua desionizada y se aplico la misma técnica del
extracto crudo.

Los geles se tifieron con una solucién de azul de Coomassie al 1%
(BioRad®) y destenidos con una solucion de metanol (30%), acido acético
(20%) y agua (50%).

Determinacién de proteinas

Para conocer la cantidad de proteinas presente en el extracto crudo
liofilizado, se siguio el método de Bradford (1976). Este método se basa en la
union del colorante Azul de Coomassie a las proteinas.

Se hizo una curva de calibracibn con Globulina bovina con
concentraciones de 0.125, 0.25, 0.50, 0.75, 1, 1.5y 2.0 mg/ml y se ley6 en un
espectrofotometro UV-Visible (AMINCO DW-2) a 595 nm en celdas de cuarzo.
Se leyeron las muestras de extracto crudo y fracciones de la misma forma y
se determind la cantidad de proteina mediante la sustitucion en la curva
patron obtenida.
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Naturaleza quimica del veneno.

Las toxinas estudiadas de cnidarios con actividad neurotoxica vy
hemolitica son de naturaleza peptidica con pesos moleculares que pueden
tener hasta 260, 000 Da.

La estructura tridimensional resulta critica para la funcion de una proteina
(Torres, 2001) y su exposicién al calor, detergentes y pH extremos la pueden
desestabilizar, ya sea que destruyan interacciones quimicas débiles como
fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofébicas, puentes disulfuro o
interacciones iénicas.

Para saber la naturaleza de las toxinas en Carybdea marsupialis, el
veneno se incubd a diferentes temperaturas durante 5 minutos: 35, 60 y
100 °C y se inyectd en cangrejos para observar la reaccion.

Purificacion de las neurotoxinas:

Los métodos para separar y purificar proteinas son muy variados y
dependen de las propiedades fisicas y quimicas de las moléculas como su
tamano, carga, grupos ionizables, solubilidad, termoestabilidad, etc. Algunas de
las técnicas utilizadas son la ultracentrifugacion, electroforesis, cambio de pH,
aglutinacion por anticuerpos, inmunoelectroforesis y la cromatografia.

La separacién por cromatografia se basa en la particion diferencial de las
moléculas de muestra entre una fase estacionaria o matriz y una fase mévil o
eluyente. Las proteinas se pueden separar por tamafios mediante una filtracién
en gel; en funcién de su carga eléctrica por cromatografia de intercambio idnico;
por su alta afinidad a grupos quimicos especificos por una cromatografia de
afinidad; o por su hidrofobicidad con una cromatografia en fase reversa.

1. Cromatografia Liquida de Baja Presion.

El extracto crudo liofilizado se disolvié en agua desionizada para iniciar la
purificacion mediante cromatografia en columna de liquidos y se utilizaron los
medios siguientes:

a) Cromatografia de filtracion en gel (Sephadex G-50 M): Con esta técnica,
las moléculas se separan de acuerdo a su tamano. Este método se utilizd
como primer paso para la purificacion de toxinas y se uso acido acético
como eluyente. La fraccion activa en cangrejos, la fraccidon 2, se pasé a la
siguiente matriz para su purificacion.
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b) Columna de intercambio anidnico (QAE Sephadex A -25): Esta
separacion se basa en la adsorcion reversible de moléculas cargadas
negativamente en una matriz con un grupo positivo. La fraccion activa, la
fraccion 1, se hizo pasar por la columna con una solucion amortiguadora de
acetato de amonio pH 8.5 y un gradiente escalonado de 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5
y1.0M.

c) Columna de intercambio catiénico (Fractogel EMD SO3’): La separacion
por esta columna funciona del mismo modo que la anterior con la diferencia de
que ahora la matriz tiene un grupo negativo (SO3’) y las proteinas adsorbidas
son aquellas con carga positiva. La fraccion 1 de QAE se hizo pasar por la
columna y se utilizé una solucion amortiguadora de acetato de amonio pH 5.5y
un gradiente escalonado de 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5y 1.0 M.

2. Cromatografia Liquida de Alta Resoluciéon (Fase Reversa).

La cromatografia en fase reversa (RPC) permite separar moléculas con
base en su polaridad. Las fracciones resultantes de los pasos cromatograficos
anteriores, se purificaron por cromatografia liquida de alta resolucion fase
reversa en un aparato HPLC 410 Varian ®. La columna empleada fue una
Microsorb C4, de 300?, 4.6x250mm Varian ®.

Como disolvente A se empledé agua con acido trifluoroacético (TFA)
10mM y como disolvente B, acetonitrilo con TFA 10mM.

Bioensayos
Prueba de Actividad Neurotdxica:

Cangrejos de la especie Ocypode quadrata se recolectaron en la playa.
Se les inyectaron dosis del extracto crudo en diferentes concentraciones y de las
fracciones pre-purificadas en el tercer apéndice caminador, con el fin de realizar
el monitoreo biolégico y continuar la purificacidn. Se observaron las reacciones
que tuvieron los organismos al ser inyectados.

Se determino la dosis letal media (LDsg) en cangrejos del extracto crudo y
de una fraccién purificada. Se emplearon dosis de 1, 5, 10, 15, 17.5, 20 y 25
mg/kg y se inyectdé 0.1 ml de cada una en el tercer apéndice caminador. Cada
prueba se hizo en 5 individuos y se determind la LDsy del extracto crudo y de la
fraccion 1 de Sephadex G50 M con el programa PROBIT.
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Analisis electrofisiologico del veneno:
Ovocitos de Xenopus laevis

Los ovocitos se obtuvieron por cirugia de la rana Xenopus laevis. Las
ranas fueron anestesiadas por hipotermia en hielo y posteriormente sometidas a
una intervencion quirurgica en la parte baja del abdomen donde fueron
disecados de dos a tres lobulos del ovario. (Fig. 9 A). Ovocitos en los estadios V
o VI de desarrollo (Fig. 9 B) fueron disecados y mantenidos a 19 ° C por 24 h en
una solucién de Barth Normal (BN) con la composicién siguiente (mM): NaCl 88,
KCI 1, NaHCO3 2.4, Ca(NOs3), 0.33, CaCl, 0.41, MgSO, 0.82, acido (4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico  (Hepes) 5, gentamicina 70 ug/ml y se
ajustéelpHa 7.4.

Los ovocitos fueron microinyectados 24 horas después con el ARNm
purificado de cerebro de rata (50nl equivalentes a 50ng). Se utiliz6 una
micropipeta de vidrio estéril en un microinyector Drummond®. Los ovocitos se
incubaron a 19 ° C en solucién de Barth Normal.

El uso de los ovocitos en los registros electrofisiologicos requiere la
remocion de la capa de células foliculares. 48 horas después de la
microinyeccion, los ovocitos fueron sometidos a un tratamiento enzimatico con
colagenasa (de Clostridium histolyticum Tipo |, Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 0.3 mg/ml durante 30 minutos en una solucion Ringer Normal
(RN) con la composicion siguiente (mM): NaCl 115, KCI 2, CaCl; 1.8, Hepes 5 y
pH 7.0. Posteriormente se lavaron varias veces con RN y se colocaron en BN
para defolicularlos (remocion de las capas externas que lo cubren a excepcién
de la capa vitelina) con ayuda de una pinzas finas (Dummont No. 5, Fine
Science Tools). Los registros electrofisiolégicos se realizaron 3 dias después del
tratamiento.

Figura 9. A: Lébulo de ovocitos de Xenopus laevis. B: Ovocitos en estadio VI de
desarrollo (fotos: Leticia Robles).
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Analisis Electrofisioldgico

Para evaluar la actividad de las fracciones purificadas del veneno de
Carybdea marsupialis (Cm), se utilizd la técnica de control de voltaje con dos
electrodos. Los microelectrodos se llenaron con una solucion 3M de KCI vy
tuvieron una resistencia de 1 a 2 MQ. Los ovocitos fueron continuamente
perfundidos con Ringer Normal (10 ml/min) y las fracciones del veneno de Cm
fueron aplicadas por perfusion rapida en diferentes concentraciones.

Para realizar las pruebas se aplicd el protocolo siguiente: se inyectd
ARNmM de cerebro de rata en los ovocitos, se obtiene la expresién de proteinas
de membrana diversas las cuales se midieron con la aplicacién de soluciones
que contienen algunos de los agonistas mas importantes, por ejemplo:
acetilcolina (Ach), serotonina (5HT), acido y-aminobutirico (GABA) y acido
glutamico-glicina (Glu-Gly). Una vez corroborada la expresion funcional de
proteinas membranales, los agonistas se co-aplicaron con la fraccion toxica y se
observo el efecto.
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RESULTADOS
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VI. RESULTADOS

Durante los primeros meses, debido a la escasez de ejemplares, se
trabajo con muestras liofilizadas y almacenadas en el laboratorio de toxicologia
de cnidarios, de tentaculos de C. marsupialis, recolectadas en el 2004.
Posteriormente, se recolectaron mas organismos. Se hicieron pruebas de
toxicidad en cangrejos y se compararon los extractos obtenidos (Tablas 5y 6).

Recoleccion de Carybdea marsupialis

La recoleccion de los organismos se realiz6 manualmente mediante
buceo libre, obteniendo un total de 1340 ejemplares.

Obtencion del extracto crudo:

La homogeneizacion de los tentaculos, dio un porcentaje de descarga de
aprox. 90% (Fig. 10). Después de la liofilizacién, se obtuvieron 12 g de
extracto.

Figura 10. A: Nematocistos cargados en los que se puede apreciar el estilete
dentro de la capsula. B: Nematocistos descargados después de la
homogeneizacion.
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Electroforesis

En la electroforesis realizada con el extracto crudo (Fig. 11), con varias
cantidades (8, 12, 14 y 16 ul a una concentracion de 12.5 mg/ml) se ven
varias bandas que indican que estd compuesto por una variedad de
proteinas de peso molecular entre los 220 y 14 kDa. Los pesos aproximados
de las proteinas son:

Extracto crudo (ul)
8 8 12 14 16  Std.

220kD

97 kD

66kD

45kD

30kD

Figura 11. Electroforesis en gel de poliacrilamida del extracto crudo de la
medusa Carybdea marsupialis.

Bioensayos

El extracto crudo al ser probado en crustaceos de la especie Ocypode
guadrata, mostré actividad biolégica. Se disolvid 1mg de extracto en 1 ml de
agua desionizada y se inyectd 0.1ml en el tercer apéndice caminador con
una jeringa de insulina.
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La Tabla 5 muestra los resultados de pruebas realizadas con extracto crudo
de muestras del aio 2004 mientras que la Tabla 6 presenta los resultados
con muestras del afio 2007.

Al minuto se observaron movimientos involuntarios (temblores, primero en
apéndices caminadores y luego en las quelas). A los 2 minutos pararon y el
espécimen entré en paralisis. Fue dificil saber el tiempo de muerte por no
poder diferenciarla de la paralisis, sin embargo, se definié cuando el animal
queddé completamente flacido y su caparazdén necrosado. La muerte se
estimd que ocurrié en aproximadamente 7 minutos.

Tabla 5. Bioensayos en cangrejos con el extracto de 2004.

Cangrejo 1 Cangrejo 2 Cangrejo 3
Sexo hembra hembra hembra
Peso 15 ¢ 11.75¢ 12.34 g
Long. Cuerpo 3.2cm 3cm 3cm
Tiempo de | 3min 1 min 53 seg 2 min 34 seg
movimientos
Paralisis 5min 3 min 3 min 30 seg
Muerte 20 min 20 min 18 min

Tabla 6. Bioensayos en cangrejos con el extracto de 2007.

Cangrejo 1 Cangrejo 2 Cangrejo 3
Sexo hembra hembra macho
Peso 14 g 20 g 18 g
Long. Cuerpo 3.cm 3.3cm 3.1cm
Tiempo de | Tmin 1 min 1 min 10 seg
movimientos
Paralisis 2min 2 min 2 min
Muerte 7 min 7 min 7 min

Para la determinacién de la DLsg se comenzd con una dosis de 25 mg/kg.
El porcentaje de mortalidad fue del 100% y en pocos minutos por lo que se
probaron dosis mas pequenas. Con dosis de 1mg/kg la supervivencia fue de
100%. Todos los organismos sobrevivientes fueron liberados. El
procedimiento se realizd con el extracto crudo y la fraccién 1 de Sephadex
G50 My las DLsg calculadas fueron de 14 y 12 mg/kg respectivamente.
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Las pruebas de temperatura para mostrar la naturaleza proteica de la
toxina mostraron que a una temperatura de incubacién de 35°C la toxina aun
producia efectos de convulsiones y paralisis pero muy retardados y de menor
duracion. Los organismos inyectados sobrevivieron. El extracto crudo y
fracciones calentadas a 60 y 100°C perdieron completamente su actividad.

Purificacion

El primer paso en la purificacion fue la cromatografia de filtraciéon en gel
Sephadex G50 M (Pharmacia Biotech) en una columna de 5 X 90cm. Se
disolvieron 8.72 g de extracto crudo en 150 ml de agua desionizada y se
hicieron pasar en la columna a un flujo de 2.5 ml/min, se utiliz6 como
eluyente una solucion de acido acético 0.7 M. Para la deteccion de las
fracciones proteicas, se utilizd6 una longitud de onda de 280 nm. De este
primer paso, se obtuvieron 3 fracciones (Fig. 12), las cuales se concentraron
al vacio con un rotavapor Buchi hasta un volumen aproximado de 5 ml,
posteriormente se congelaron a -60 °C.
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Figura 12. Sephadex G50 M del extracto crudo de Carybdea marsupialis.

La fraccion 2 (coloreada en negro) mostré toxicidad en cangrejos con
sintomas de neurotoxicidad y se continué la purificacion.

Como paso siguiente, se utilizé una columna con matriz de intercambio
aniénico QAE Sephadex A-25 (Pharmacia Biotech) en una columna de 0.5
por 48 cm de longitud y se utilizd como solucién amortiguadora acetato de
amonio pH 8.5 en un gradiente escalonado 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5 y 1M. El
flujo fue de 2 ml/min y las fracciones se detectaron a 280 nm. Se obtuvieron
6 fracciones, cada una correspondiente a una molaridad diferente de la
solucion de acetato de amonio (Fig. 13).
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Figura 13. Cromatograma de intercambio i6nico de la fraccion activa en QAE
Sephadex A25.

La fraccion activa en crustaceos fue la fraccion 1. Se pasd por una
columna de intercambio cationico (1.5 X 25 cm) Fractogel EMD SOj3
(Merck). Se utilizé un gradiente escalonado de 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5y 1M
de acetato de amonio pH 5.5. El flujo fue de 2.5 ml/min y se detectaron las
fracciones a 280nm (Fig. 14).
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Figura 14. Cromatograma de intercambio iénico de las fracciones activas
obtenidas de Fractogel EMD SOs'.
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De las fracciones obtenidas (Fig. 14), dos presentaron actividad neurotoxica:
las fracciones 1y 4 (color negro).

La fraccion 1, llamada F1, mostré una alta conductividad por lo que se
desalé mediante una membrana de dialisis con un poro de 3.5 kDa.

Para eliminar el acetato de amonio de la fraccion 4 (F4), se desalé en una
columna (2 X 90cm) de filtracién en gel con Sephadex G-25, a una velocidad de
2 ml/min, utilizando acido acético 0.7 M como eluyente.

El ultimo paso en la purificacion parcial de las fracciones con actividad
neurotoxica fue la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en columna
de fase reversa con un gradiente lineal de agua-acetonitrilo (10-90% a 90-10%)
en 70 minutos (Fig.15).

Se obtuvieron nueve fracciones en los tiempos de elucidn que a
continuacion se enlistan:

f1: 3 min

\

f2: 6-8 min
f3: 9-15 min
f4: 15.60 min
HPLC < f5: 16.30 min

f6: 20 min

f7: 24 min

f8: 28.40-32 min

INI8131AI8 1318181

-

f9: 53-58 min
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Figura 15. Cromatograma de HPLC de la fraccion neurotoxica. Se muestran en
negro las fracciones con actividad en ovocitos.
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Con la finalidad de determinar la actividad a nivel de canales i6nicos de
las toxinas de Cm, se evaluaron las fracciones F1 (fraccion 1 de Fractogel EMD
SO3) y las fracciones obtenidas al pasar ésta por HPLC (fracciones 1 a 9).

Primero, se evaluaron las fracciones en ovocitos control, es decir,
aquellos ovocitos inyectados con agua estéril y no con RNAm, con la finalidad de
saber si las fracciones causaban efectos sobre las caracteristicas nativas de la
membrana del ovocito. Al perfundir la fraccion F1, no se observé cambio en la
corriente basal lo que indicd que la toxina no tiene efecto sobre los receptores y
canales ionicos nativos del ovocito (Fig. 16).

F1 1/50 Glu-Gly GABA

N :

50 nA

20s

Figura 16. Ejemplo de un registro de la corriente transmembranal en un ovocito
control, inyectado con agua. Los ovocitos tanto controles como inyectados con el
ARNmM de cerebro fueron mantenidos a un potencial de -60 mV y perfundidos
con Ringer Normal al que fueron agregadas diversas sustancias de prueba en el
tiempo sefalado con la barras. Se observa que tanto la fraccion F1 como los
agonistas glutamato-glicina y GABA no producen respuestas en ovocitos control.

Una vez que se probaron los ovocitos inyectados con agua estéril, se
observo entonces el nivel de expresion de los ovocitos inytectados con ARNm
de cerebro de rata. Soluciones de agonistas como acetilcolina, serotonina vy
acido glutamico-glicina fueron probadas a una concentracién de 10* M.
Ejemplos de las respuestas de corriente obtenidas se pueden ver en las figuras
17 y 18.
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Acetilcolina

500 nA

20s

Figura 17. Registro electrofisioldgico del efecto del agonista.Acetilcolina (Ach)
en un ovocito inyectado con RNAm de cerebro de rata. Las condiciones de
registro fueron iguales a las de la figura 17.

Serotonina Glu+Gly

i L L

—k—dﬂ b h ) 1
500 nAI_

20s

Figura 18. Registro electrofisiolégico del efecto de los agonistas. Serotonina
(5HT) y acido glutamico + glicina (Glu+Gly) en un ovocito inyectado con RNAm
de cerebro de rata. Las condiciones de registro fueron iguales a las de la figura

17.
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En ambas figuras se puede observar una corriente entrante que indica la
apertura de receptores a los agonistas aplicados a diferencia del registro con
ovocitos inyectados con agua, que se observa plano (Fig. 17). Una vez
comprobado que los ovocitos expresan receptores mediante la aplicacion de los
diferentes agonistas, se procedio a evaluar las fracciones del veneno de Cm.

Registros electrofisiologicos

Respuesta electrofisiolégica de la fraccion F1 en ovocitos con receptores

A diferencia de la falta de efecto observado de F1 sobre los ovocitos
control, esta fraccion y algunas otras obtenidas del veneno de Carybdea
marsupialis generaron en la membrana del ovocito inyectado con RNAm, una
mezcla de respuestas (Fig. 19).

F11/50

50 nA

20s

Figura 19. Efecto de la fraccion F1 en una dilucion 1/50, equivalenten a 2.8
Mg/ml de proteina.

Por ejemplo, en el registro de la figura 20, se observa una corriente
entrante lisa (R.L.) de aproximadamente 7 nA seguida de una corriente
oscilatoria (OSC) de aproximadamente 145 nA.
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Posteriormente, se realizaron  experimentos con  diferentes
concentraciones que muestran una respuesta dependiente de la dosis (Figuras
20y 21).

F11/20

200 nA ‘

A

Figura 20. Efecto de la fraccion F1 en dilucion 1/20, equivalente a 7ug/ml de
proteina.

F1 1/1000

50 nA

20s

Figura 21. Efecto de la fraccion F1 en dilucion 1/1000, equivalente a 0.14 pg/ml
de proteina.

La fraccion F1 en dilucidén 1/20 produjo una corriente entrante lisa (R.L.)
de 14 nA y una corriente oscilatoria (OSC) de 485 nA aproximadamente,
mientras que la misma fracciéon en una dilucion mucho menor (1/1000) produjo
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una OSC= 20 nA. A esta dilucién la R.L. no es perceptible. Los resultados
anteriores muestran que la concentracion de proteina perfundida en el ovocito
influye en la intensidad de las corrientes producidas.

Se ha demostrado que las corrientes tipo OSC son debidas a un aumento
de Ca?* intracelular (Kusano et al., 1982). Para poder observar la corriente
entrante lisa por separado, algunos ovocitos fueron incubados con BAPTA-AM
(acido 1,2-bis(o-aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético), un quelante de Ca®
intracelular, para inhibir la corriente OSC. De esta forma se pudo observar que
la respuesta R.L. se asocia a una disminucién de conductancia (Fig. 22).

F11/50

100 nA‘

20s

Figura 22. Registro en ovocito con BAPTA-AM

Registro electrofisiolégico de la fraccién HPLCf1.

Debido a que la fraccion F1 mostré la actividad mas consistente y
reproducible en varios ovocitos de diferentes donadores, a continuaciéon, se
probaron las fracciones obtenidas de fraccionar F1 en HPLC, con el fin de saber
cual de ellas tiene actividad electrofisiolégica. Las fracciones llamadas HPLCf1 y
HPLCf7 tuvieron actividad en ovocitos (Fig. 23).
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HPLC f1 1/50

50 nA‘

20s

HPLC f7 1/50

mone| .

20s

Figura 23 Efecto de las fracciones 1y 7 obtenidas al pasar F1 por HPLC. A:
R.L.=21 nA; OSC= 115 nA. B: OSC=480 nA.

Las demas fracciones, HPLCf2-f6, HPLCf8 y HPLCf9, no mostraron
actividad electrofisioldgica en los ovocitos inyectados (ver Anexo ).
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La fraccion HPLCf1 tuvo una respuesta muy similar a la obtenida en
registros por F1. Para confirmar que la corriente OSC se debia a una corriente
de cloro e indagar sobre la posible naturaleza de la corriente R.L., fueron
realizados registros en un potencial de mantenimiento de -20 mV y se aplico la
toxina por 20 s. Se observé entonces que la corriente lisa (R.L.) permanecio con
su naturaleza entrante, sin embargo, de acuerdo a lo esperado la corriente
oscilatoria (OSC) invirtié su direccion (Fig. 24).

HPLC f1 1/50

20 nA

20s

Figura 24 Efecto de HPLCf1 en ovocito. R.L.= -10 nA; OSC= 45 nA.Potencial a
-20 mV.

Aun y cuando no es tan claro, un efecto similar se observdé cuando se
hizo el registro en un potencial de OmV (Fig. 25).
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HPLC f1 50 nA

e WL

20 s

Figura 25 Efecto de HPLCf1 en ovocito. R.L.= -3.5 nA; OSC= 112 nA.Potencial

a0mV.
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VIl. DISCUSION

Ya que la caracterizacion de nuevas sustancias con actividad biolégica se
ha vuelto una actividad importante en las ultimas décadas, este trabajo se
enfoca a la identificacion de compuestos con actividad neurotoxica de un
organismo marino y la observacion de su mecanismo de accion.

C. marsupialis es una cubomedusa abundante durante el periodo de
mayo a agosto, lo que facilitdé la recolecta de muchos ejemplares que fueron
debidamente identificados en el laboratorio y, el método de recolecta, aunque
lento, fue el 6ptimo para no dafiar a los organismos y evitar la pérdida de
tentaculos como sucede con otros métodos, como redes que se utilizan para la
captura de otras especies de medusas.

Ya que el veneno que los cnidarios utilizan para la defensa y captura de
presas se encuentra contenido en los nematocistos, es necesario tener un
método efectivo de descarga. Varios métodos de descarga se han sugerido,
entre ellos, la sonificacion (Rottini et al., 1995; Othman et al., 1990), perlas de
vidrio (Kem et al., 1989) y mediante estimulos eléctricos (Endean et al., 1993;
Torres, 2001). Algunos autores sugieren que el empleo de estimulos eléctricos
provoca la disminucién de la toxicidad del extracto crudo y baja recuperacion de
material (Zugasti, 2001; Torres Ramos, 2001). Las perlas de vidrio, como se ha
visto en este trabajo, no produjeron una alta descarga y menos aun cuando se
trata de material con mucho tiempo de almacenaje. La liberacion de la toxina
depende principalmente de estimulos mecanicos y osmaéticos (Rifkin et al., 1996)
por lo que el homogeneizado de los tentaculos en agua desionizada fue el
método empleado vy resultd en un alto porcentaje de descarga con alta
recuperacion de toxina. Se utilizé el método descrito por Torrens (2004) para
descargar los nematocistos de los tentaculos de C. marsupialis y se logré una
descarga de mas del 90%. Este método se comparé con el de Morales-Landa et
al. (2007), quien utilizé6 el método modificado de Kem et al. (1989), en donde
agregaron perlas de vidrio y se obtuvo una descarga del 75% aproximadamente.

El método de descarga de nematocistos visto con muestras liofilizadas
con tiempo de almacenaje (2004) mostré que conforme pasa el tiempo, la
descarga se torna mas dificil.

Ensayo de letalidad en cangrejos

En las investigaciones toxinolégicas, se requiere de un método sencillo y
rapido de identificacion de mezclas con actividad biolégica o de las fracciones
obtenidas de estas mezclas en un proceso de purificacién. Pequefias cantidades
de toxinas obtenidas de anémonas tienen potentes efectos paralizantes en
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crustdceos como los cangrejos. El ensayo de deteccion de neurotoxinas en
cangrejos es ampliamente utilizado, ya que no requiere de equipo costoso y
reactivos, ademas de que los ensayos en animales vivos muestran respuestas
diversas a una amplia gama de toxinas que actuan en diversos receptores (Kem,
2002).

El ensayo se llevd a cabo en cangrejos de la especie O. quadrata, los
cuales son muy abundantes en la playa de la zona de estudio. Aunque existen
muchos experimentos de toxinas con cangrejos, no existe mucha informacién
sobre la determinacion de la DLsp con toxinas de medusas o cubomedusas, lo
que dificulta la comparacion de resultados de la potencia del veneno de esta
medusa con otras. Experimentos con anémonas nos dan una idea de la potencia
de toxinas de cnidarios: Bruhn y colaboradores (2001), encontraron que las DLsg
para las toxinas APE1, APE2 y APE5 de la anémona Anthopleura elegantissima
en cangrejos de la especie Carcinus maenas fueron de 1.1 pg/kg, 1.1ug/kg y
3.5ug/kg respectivamente. Torrens (2004), encontré que la DLsy de extracto
crudo de C. marsupialis en O. quadrata fue de 1.05ug/g.

Es importante tener en cuenta que los valores de DLsypueden variar por
las técnicas utilizadas, la inestabilidad de las toxinas, las condiciones en las que
de realizan, etcétera, como ha sido sefialado por diversos autores (Long vy
Burnett, 1989; Rottini, et. al., 1995). Mientras que Torrens reporta una DLs, de
10.5 mg/kg, este estudio reporta una de 14 mg/kg para el extracto crudo. La
diferencia podria deberse a varios factores como la cantidad de toxina extraida
durante el proceso o el tamafo de los cangrejos utilizados. Es importante
sefalar que las pruebas de letalidad con extracto crudo, debido a condiciones
como las anteriores, tal vez no son lo mas conveniente a diferencia de utilizar
toxinas puras. Experimentos de este tipo con fracciones mas avanzadas en la
purificacion no fueron posibles ya que llegé la época de invierno donde los
cangrejos son muy poco abundantes y posteriormente las fracciones perdieron
su actividad por el tiempo de almacenaje o los ciclos de congelado-
descongelado al que fueron sometidas durante pruebas posteriores.

Las pruebas de toxicidad en cangrejos con el extracto de nematocistos
del afio 2004 mostraron muerte a los 20, mientras que con el extracto nuevo, la
muerte sucede a los 7 minutos. Esto puede significar la pérdida de la actividad
del veneno conforme aumenta el tiempo de almacenaje.
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Purificacion de las neurotoxinas.

Ya que la naturaleza quimica de los compuestos con actividad bioldgica
en una mezcla compleja es desconocida, no siempre es posible seguir una
técnica especifica para la separacion de sus constituyentes.

El método mas usual en la purificacién de proteinas es la cromatografia
liquida. El disefio de una metodologia de purificacién para una mezcla compleja
de substancias es un proceso complicado y generalmente seleccionado por
ensayo y error (Guerrier, et.al., 2007). Ademas varios factores deben tomarse en
cuenta como el origen de la muestra, su contenido de sales, pH, labilidad,
termoestabilidad. En varios estudios se han encontrado ciertas caracteristicas
que dificultan el aislamiento de las toxinas puras de medusas (Torres Ramos,
2001), como son:

a) Algunas toxinas se adhieren (adsorcion inespecifica) durante el proceso
de purificacién a la matriz.

b) Se agregan a componentes no téxicos del veneno

c) Pierden actividad durante el proceso de purificacion, concentracion y
almacenaje en congelamiento.

d) Se requiere de una gran cantidad de individuos ya que el rendimiento de
la obtencidn de la toxina es muy bajo.

e) Muchas especies tienen dinoflagelados simbiontes que son los
responsables de la produccion de las toxinas activas.

En nuestro caso, la adsorcién inespecifica de algunas toxinas a los geles
utilizados no se sabe con certeza, sin embargo, las fracciones finales en todos
los pasos, no mostraron actividad neurotoxica, ya sea debido a la adsorcién a la
matriz, porque la cantidad no adherida de toxina es muy poca o que como se ha
mencionado antes, las toxinas de medusas son muy inestables. La agregacion a
componentes no toxicos y sin carga neta o muy hidrofilicos podria ser la
responsable de que las toxinas de C. marsupialis no pudieran ser separadas en
ninguna de las columnas disponibles. Se requirieron 1340 cubomedusas, lo que
representa una cantidad apreciable de organismos.

La mayoria de las toxinas de anémonas estudiadas a la fecha, han sido
purificadas mediante técnicas cromatograficas de filtracion en gel, intercambio
idonico y HPLC en fase reversa.

La electroforesis del extracto crudo mostré una banda cercana a los 100
kDa que coincide con el peso molecular aproximado reportado por Torrens
(2004) y que corresponde con la neurotoxina caracterizada en su trabajo. Sin
embargo, a pesar de haberse utilizado el mismo método de purificacién, no fue
posible obtener la toxina o toxinas de forma pura por lo que es necesario
cambiar el método en futuros trabajos con el mismo organismo. Las fracciones
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que mostraron la actividad neurotéxica fueron fracciones que no se retenian en
las columnas de intercambio iénico ni en la columna de fase reversa por lo que
es posible que estas toxinas o no tuvieran una carga neta o fueran demasiado
hidrofilicas lo que explica que no se retuvieran en el HPLC en fase reversa.

Una proteina puede perder su conformaciéon nativa cuando es expuesta a
agentes como el calor, detergentes, disolventes, pH extremo y enzimas. El
calentamiento de una proteina en solucion puede destruir interacciones de Van
der Waals. Los experimentos realizados al calentar el extracto y las fracciones
activas a diferentes temperaturas mostraron la pérdida de actividad lo que puede
al menos descartar la posibilidad de que sean sales las que provoquen los
efectos tanto en organismos vivos como en las pruebas electrofisiolégicas.
Ademas, como se observo tras las pruebas electrofisiolégicas, luego de dos
ciclos de congelado-descongelado, las toxinas perdieron sus efectos, lo que
indica que igualmente cambios muy grandes de temperatura (-20°C a 20°C)
afectan la actividad de las toxinas.

Efecto de las fracciones sobre proteinas de membrana.

Como se ha visto, la aplicacién de las fracciones en ovocitos de Xenopus
laevis produjo una serie de respuestas distintas. Al menos dos respuestas,
generadas por las fracciones F1 y HPLCf1, fueron visibles aunque no en todos
los ovocitos:

a) Una respuesta entrante lisa (R.L.)
b) Una respuesta oscilatoria (OSC)

F1

La primera fraccion utilizada para el analisis electrofisiolégico fue F1, es decir la
fraccidn activa en cangrejos obtenida al pasar la fraccidon QAE1 por la columna
de intercambio catidnico. La fraccidén probada en un mismo ovocito a diferentes
concentraciones (0.14, 1.4 y 7 ug/ml), muestra un aumento en las amplitudes
obtenidas en la corriente oscilatoria, lo que nos puede indicar que las respuestas
son directamente proporcionales a la concentracidon de la toxina aplicada.
Cuando se agreg6 una concentracion de 2.8 ug/ml a otro ovocito inyectado con
el mismo mensajero se observaron valores menores que los vistos a
concentracion menor. Esto podria deberse a variaciones en la expresion de
proteinas de membrana en el segundo ovocito.
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Como era de esperarse, los ovocitos tratados con BAPTA-AM no
mostraron la corriente oscilatoria sino solamente la corriente entrante lisa
asociada a una disminucion de conductancia. Esta caracteristica hace suponer
que el canal responsable de la corriente RL es uno que es bloqueado por la
toxina, y por lo tanto podria tratarse de un canal que se encuentra abierto de
forma basal y que acarrea corriente de salida, una posibilidad es que se trate de
canales de K+ del sistema nervioso central.

HPLCf1

Dos de las fracciones obtenidas de la cromatografia de alta presién
tuvieron actividad evidente en ovocitos: HPLCf1 y HPLCf7. Durante el duplicado
de las pruebas, se observé actividad de la fraccion HPLCf6, lo que podria
explicarse por la mayor expresion del ovocito del duplicado (Glu-Gly: 260 nA,
GABA: 283 nA) comparada con el primer ovocito (Glu-Gly: 77 nA, GABA: 280
nA). El ovocito duplicado expreso algun canal que se vio afectado por la toxina
y que no fue bien expresado en el primero.

La fraccidon 1 de HPLC se escogi6 para continuar con las pruebas ya que
es la que mantiene el comportamiento muy similar al de F1. Al igual que F1, la
corriente entrante lenta se genera y posteriormente la OSC, aunque en algunos
casos la corriente R.L. parece estar “enmascarada” por la OSC. Cuando se
cambio el potencial de -60 mV a -20 mV, la existencia de la corriente RL se hace
mas visible por que en este potencial la corriente OSC invierte su sentido, tal y
como se espera para una corriente acarreada por Cl-, lo mismo ocurre en un
potencial de 0 mV. Estos resultados refuerzan la idea de que la corriente RL es
debida al bloqueo de una corriente de salida en potenciales de -60 a 0 mV, que
podria ser debida al flujo de K+.

La corriente OSC producida por la salida de iones CI" dependiente
del aumento de Ca®" intracelular fue generada en la mayoria de los ovocitos
estudiados. Esta respuesta estd dada por una cascada de procesos que implica
la estimulacion del receptor, la activacion de una fosfolipasa C por una proteina
G, la produccion de IP3-diacilglicerol y finalmente la liberacion de Ca®*
intracelular el cual provoca la apertura de canales permeables a CI (Arellano et
al.,, 1996). Cuando se cambio el potencial a -20 mV, la corriente oscilatoria se
invirtio. Esto refuerza la idea de que la corriente es debida a CI" dependiente de
la concentracién de Ca®" intracelular, ya que -20 mV es un potencial mayor al
potencial de inversion del CI" y fue abolida por la incubacion en BAPTA-AM.

La apertura de canales de CI- por este mecanismo ha sido observado en
diversas toxinas de cnidarios como Cassiopea xamachana (Torres et al., 2001).
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Se requiere de mas estudios para poder identificar el tipo de canal i6nico
al que estas toxinas afectan, sin embargo, durante el tiempo de realizacion de
los mismos no fue posible, ya que las toxinas no resistieron el tiempo de
almacenaje ni los ciclos de congelado-descongelado a los que fueron sometidas
durante la realizacién de las pruebas.

Se espera que en los proximos afos los péptidos y proteinas sea
utilizados como agentes anticancerigenos, hormonas, factores de crecimiento,
analgésicos, antihipertensivos, tromboliticos, etc. (Banga, 2006). Algunos de los
compuestos activos mas importantes de muchos venenos son péptidos y estos
compuestos tienen como blanco receptores importantes en el sistema nervioso y
el cardiovascular. Los péptidos, ademas, poseen ciertas caracteristicas
importantes que los convierten en constituyentes ideales del veneno, como ser
moléculas relativamente compactas y conformacionalmente estables, que una
vez inyectados se difunden en el cuerpo del organismo hasta su sitio de union
con una alta especificidad. Pueden actuar rapidamente y con potencia
dependiendo de su tamafio y estabilidad lo que los hace interesantes desde el
punto de vista terapéutico. Los péptidos en general, administrados de forma oral
son degradados por enzimas digestivas y aplicados por otras vias producen
reacciones inmunolégicas. Es necesario formularlos en condiciones estables y
de absorcidn y distribucion adecuadas (Banga, 2006).

El phylum Cnidaria, ha sido fuente de compuestos con acciones
fisioloégicas especificas sobre canales idnicos y han sido instrumentos valiosos
para la caracterizacion de sus mecanismos. Se han encontrado nuevos tipos de
toxinas bloqueadoras de canales de potasio a partir de diferentes especies de
anémonas como Bunodosoma granulifera (Garateix, A., et. al. 2000),
Stichodactyla helianthus (Castafieda, O., et. al., 1995), Anemonia sulcata
(Schweitz, et. al., 1995) y Heteractis magnifica (Gendeh, et. al., 1997) que no
guardan homologia con otras toxinas de canales de potasio.

Existen decenas de ejemplos que constituyen una muestra de la
contribucion de los compuestos de origen marino en el estudio de muchos
procesos bioldgicos. Los avances de la quimica y la biologia molecular ayudaran
a disefiar nuevos compuestos que abran perspectivas de estudio y aplicacion en
la terapéutica.
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VIIl. CONCLUSIONES

* Las toxinas en el veneno de Carybdea marsupialis son de naturaleza peptidica
y se degradan facilmente.

* El veneno de C. marsupialis contiene neurotoxinas que afectan canales i6nicos
en crustaceos.

* El estudio electrofisiolégico del veneno extraido de C. marsupialis mostré que
tiene efecto sobre diversas proteinas de membrana del sistema nervioso de
mamiferos.

* La respuesta mas consistente es una corriente oscilatoria probablemente
producida por la activacion de un receptor, que actua via la produccion de IPs, y
estimula el aumento de la concentracion de calcio intracelular.

 La corriente entrante lenta, al estar asociada a una disminucién de
conductancia, probablemente se deba al bloqueo de un canal idnico por la toxina.
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X. ANEXOS

ANEXO 1

SOLUCIONES Y REACTIVOS

A. Acrilamida/Bis-acrilamida
8.76 g acrilamida (29.2g/100ml)
2.4g N'N’-bis-metil-acrilamida (0.8g/100ml)

Aforar a 300ml com agua desionizada. Guardar a 4°C em obscuridad (30
dias maximo).

B. 1.5M Tris-HCI pH 8.8
27.239g Tris base (18.15/100ml)
80ml agua desionizada

Ajustar a pH 8.8 con HCI 6N. Aforar a 150ml con agua desionizada.
Guardar a 4°C.

C. 0.5M Tris-HCI pH6.8
6g Tris base
60ml de agua desionizada

Ajustar a pH 6.8 con HCI 6N. Aforar a 100ml con agua desionizada.
Guardar a 4°C.

D. SDS 10%
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Disolver 10g de SDS (dodecil sulfato de sodio) en 90 ml de agua
desionizada. Aforar a 100ml. Guardar a temperature ambiente.

3.3ml

1.0ml

0.8ml

1.6ml

0.4ml

0.4ml

Buffer reductor de muestra

Agua desionizada
0.5M Tris-HCI ph 6.8
Glicerol

SDS 10%
2-mercaptoetanol

Azul de bromofenol 1%

Diluir la muestra 1:4 y calentar a 95°C por 4 min.

9g (15g/1)

. Buffer electrodo 5X (Running buffer)

Tris base

43.2g (42g/l)  Glicina

3g (5g/l)

SDS

Aforar a 600ml con agua desionizada. Guardar a 4°C. Calentar a
temperatura ambiente antes de usar. Diluir 60ml 5X en 240ml de agua
desionizada para una electroforesis.

Gel separador

12% 7.5%
Agua desionizada 3.35ml 4.85ml
Tris pH 8.8 2.5ml 2.5ml
SDS 10% 100pl 100ul
Acrilamida 4.0ml 2.5m|
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Persulfato de amonio 10%  50pl 50ul
TEMED 5ul 5ul
Cantidad total 10mi 10ml

Gel concentrador (superior)

Agua desionizada 6.1ml
Tris pH 6.8 2.5ml
SDS 10% 100ul
Acrilamida 1.33ml
Persulfato de amonio 10% 50ul
TEMED 10ul
Cantidad total 10ml

Determinacion de proteinas (Bradford, 1976)

Diluir el reactivo para la determinacion de proteinas por el método de Bradford
(Bio-Rad Protein Assay, Dye reagent concentrate) 1:4 con agua desionizada.
Esta misma solucidon se mezcla 1:5 con cada estandar para la curva de
calibracion y cada muestra. Se ley6 en celdas de vidrio con capacidad para 3ml
en un espectrofotometro Turner SP-830 a 595nm.
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Solucién Barth’s Normal

Cloruro de sodio (NaCl) 5.14g
Cloruro de potasio (KCI) 0.075¢g
Bicarbonato de sodio (NaHCO3) 0.20g
Nitrato de calcio (CaNQO3) 0.075¢g
Cloruro de calcio (CaCl2) 0.06g
Sulfato de magnesio (MgS0O4) 0.202g
Hepes 1.19¢g

Agregar 7ml de gentamicina (70ug/ml). Ajustar pH a 7.4 con hidréxido de
sodio NaOH 5N y aforar a 1l. Filtrar para esterilizar con membrana de 0.22
micras.

Solucion Ringer Normal

Cloruro de sodio (NaCl) 67.20g
Cloruro de potasio (KCI) 1.49¢g
Cloruro de calcio (CaCl2) 2.649
Hepes 11.91¢g

Ajustar pH a 7.0 con NaOH 5N y aforar a 10I.
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ANEXO Il

Fracciones HPLC 2-6, 8 y 9 que no mostraron actividad electrofisiolégica

HPLC f2 1/50

I | I I I [ |
100 nA ‘
20s
HPLC 3 1/50
LA L | | 1 | 1

100 nA‘

20s



HPLC f4 1/50

100 nA‘

20s

HPLC 5 1/50

100 nA

20s



HPLC f6 1/50

HPLC F8 1/50

HPLC f9 1/50
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