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RESUMEN

La actividad biolégica del veneno de la medusa Cassiopea xamachana (Cx) fue
caracterizada utilizando técnicas electrofisiolégicas y ensayo de hemolisis. Las toxinas
responsables de la actividad fueron parciaimente purificadas utilizando diversos
métodos bioguimicos. Para esto, fueron estandarizados tres métodos de extraccion del
veneno de Cx, para los tres extractos fue determinada la actividad bioldgica en dos
modelos celulares: 1) hemodlisis en eritrocitos humanos y de oveja, y 2) actividad
eléctrica en ovocito de Xenopus laevis. El veneno de Cx produjo hemdlisis en ambas
especies, siendo mas potente en los eritrocitos de humano. El estudic electrofisiologico
mostro que el veneno de la medusa genera en el ovocito una mezcla compleja de
corrientes entrantes, todas asociadas con un incremento de la conductancia de fa
membrana. Dos de los componentes de la respuesta no se presentaron en todas las
células, el primero correspondié con la apertura de canales catidnicos inespecificos que
provocan una corriente rapida (2.2 + 0.8 s) y lisa que se inactivd ain en presencia del
veneno. El segundo componente fue una corriente oscilatoria con caracteristicas
similares a la producida por la apertura de canales de CI dependiente de Ca?'
intracelular (/cycq). El tercer componente que fue generado en todos los ovocitos
estudiados fue debido a la apertura de canales catidnicos inespecificos provocando una
corriente lisa, con un curso temporal lento (25.74 + 0.9 s) que fue llamada .. La
amplitud de la corriente I, fue dependiente de la concentracidon del veneno. I, tuvo un
potencial de inversion de -10.31 0.4 mV, el cual sugirié una via de selectividad no
especifica. Esto ultimo fue confimnado con estudios de sustitucion iénica. Los resultados
apoyan la idea de que el mecanismo de activacion de I, involucra la apertura de
canales nativos del ovocito. Un estudio comparativo con tres de los canales catidnicos
enddgenos mas importantes presentes en ovocito (i.e., 1. hemicanales de uniones
comunicantes, 2. canales sensibles a ouabaina activados por palitoxina, y 3. canales
mecancsensibles) mostré que /., podria corresponder con la aperiura de canales
mecanosensibles o con la activaciéon de un canal catiénico ain no descrito. El estudio
bioquimico del veneno de Cx sugirié principalmente cuatro cosas: 1) las sustancias
bioactivas fueron de naturaleza peptidica, 2) el veneno crudo present6 al menos dos
hemolisinas, 3) la toxina que evoco Iy, tiene carga neta positiva a pH 7, y 4) en su
actividad podrian estar participando mas de una entidad molecular.



ABSTRACT

Venom of the jellyfish Cassiopea xamachana (Cx) was extracted by three methods and
its biological activity was determined in two cell models: 1) hemolysis of human and
sheep erythrocytes, and 2) electrical activity in Xenopus laevis oocytes. The Cx venom
produced hemolysis in both species, and was more potent toward human red blood
cells. The electrophysiological study showed that the Cx venom elicited a complex
combination of inward currents and all were associated with an increase in membrane
conductance. Two components of the response were not elicited in all tested cells, the
first was provoked by the opening of non-specific cationic channels, producing a fast
(2.2 £ 0.8 s) and smooth current that was inactivated in presence of the venom. The
second component was an oscillatory current with characteristics similar to the response
provoked by opening chioride channels dependent on an increase of intracellular Ca®*
(Icicay)- The third component, was generated in all oocytes studied and corresponded to
the opening of the non-specific cationic channels, which produced a slow (25.74 + 0.9 s) '
and smooth current, named /I¢,.

The amplitude of the I, current was dependent on the venom concentration. I, had a
reversal potential of -10.3 + 0.4 mV indicating a non-specific selectivity pathway. This
was confirmed by ionic substitution studies. The results suggested that the action
mechanism involved in I, was the opening of a native cationic channel in the cocytes. A
comparative study with three distinct endogenous cationic channels present in the
oocyte membrane (i.e, 1. hemi-gap-junction channels, 2. mechanosensitive channels,
and 3. the ouabain-sensitive channel activated by palytoxin), showed that I, might
corréspond to opening of mechanosensitive channels or to activation of an unknown
cationic channel. The biochemical study of the Cx venom suggested that: 1) the
bioactive substances were of peptidic nature, 2) the crude venom contained at least two
hemolysins, 3) the toxin that elicited I, has a net positive charge, and 4) that more than
one molecular entity may contribute to its activity.
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INTRODUCCION



Los animales venenosos como las serpientes, una gran vasiedad de
artropodos y en particular organismos marinos de diferentes phyla, usan una
mezcla compleja de toxinas para capturar a su presa o para defenderse. Muchas
de estas toxinas contenidas en el veneno interactiian con diferentes cbmponentes
de la membrana celular, teniendo como blancos a moléculas membranales
importantes funcionalmente tales como: canales iénicos, receptores, fosfolipidos
y otras (Kem et al., 1990; Norton, 1991; Adams y Olivera, 1994; Bemheimer y
Rudy, 1986; Othman y Burnett, 1990; Rottini et al., 1995, Bumett et al., 1995,
Burnett, 1990, Blumenthal, 1995; Rappuoli y Montecucco, 1997). Esta interaccion
ha permitido que las toxinas sean utilizadas como poderosas herramientas en el
propio estudio de ias moléculas sobre las que actian, ayudando a definir también
eventos y mecanismos moleculares en los que estan involucradas. Ademas, la
importancia de los efectos que pueden ejercer sobre la funcibn membranal ha
permitido desarrollar estrategias para usarilas como armas terapéuticas y de
diagnosis (Rappuoli y Montecucco, 1997, Monje et al., 1993; Bowersox y Luther,
1998 ).

La membrana es la estructura que delimita a la célula, y que actia como una
barrera de permeabilidad selectiva. Su estructura basica esta determinada
principalmente por lipidos y proteinas, también contiene una importante cantidad
de agua, diferentes iones y carbohidratos. Los lipidos que forman a la membrana
son de naturaleza anfipatica, debido a la presencia de una regién polar hidrofilica
la cual esta orientada hacia las interfases acuosas (i.e., citosol y medio
extracelular), y una regién no polar hidrofébica localizada entre los polos
hidrofilicos. Esta anfipatia les permite a ios lipidos adquirir la configuracion de
bicapa descrita para esta estructura celular.

Los lipidos de membrana son de tres tipos principalmente: fosfolipidos,
esfingolipidos y lipidos neutros. Los primeros son los mas abundantes y en la
mayoria de los casos son fosfoglicéridos. Los esfingolipidos derivan de la
esfingosina, un aminoalcohol con una larga cadena hidrocarbonada en la que el
grupo amino se une a un acido graso y constituyen a una ceramida. Cuando el
grupo alcohol de la esfingosina es esterificado con fosforilcolina forma a la



esfingomielina. De este modo, todos los esfingolipidos tienen dos cadenas largas
hidrocarbonadas hidrofoébicas en un extremo y una regién hidrofilica en el otro.
Dentro de los lipidos neutros el colesterol, molécula mas pequefia que las
anteriores y menos anfipatica, es la mejor representada en las células eucariontes
y juega un papel fundamental en la fluidez de la membrana. Como veremos mas
adelante la compoéicién lipidica de las membranas es importante en la actividad
de diferentes toxinas.

Por otro lado, las proteinas de una membrana son las macromoléculas que
determinan esencialmente el grado de especializacion celular. Estas proteinas
han sido divididas principalmente en dos grupos. Al primero pertenecen aquellas
que atraviesan la bicapa lipidica, conocidas como proteinas transmembranales, en
este grupo de proteinas se encuentran por ¢jemplo, ATPasas, canales i6nicos y
receptores. Al segundo tipo pertenecen las proteinas que se asocian directamente
a alguno de los lipidos de la misma, pero que no poseen un segmento
transmembranal, por ejemplo las proteinas G. El tipo de asociacion de una
proteina con la bicapa lipidica depende de forma importante de la estructura de la
proteina, y en especial de sus areas hidrofébicas e hidrofilicas, por ejemplo, las
proteinas transmembranales tienen un mayor numero de regiones hidrofobicas
que forman a los segmentos que atraviesan la bicapa.

Las proteinas de membrana tienen un papel central en varios procesos,
entre otros: a) el intercambio de informacion con el medio extracelular, b) los
procesos que median las interacciones entre las células, ¢) procesamiento de
sefiales intracelulares a través de las membranas que conforman los diferentes
compartimientos citosélicos, y d) la generaciéon de compuestos macroenergéticos
necesarios para el metabolismo celular. Estos fenémenos celulares complejos
tienen como base funcional el transporte activo y pasivo de iones y metabolitos.
También, de forma importante, participan en estas funciones especializadas la
transduccion de sefales a través de receptores membranales a hormonas,
neurotransmisores y factores de crecimiento, y la generacion de segundos
mensajeros que regulan vias metabdlicas importantes de la funcion celular.



Es por lo tanto evidente que efectos provocados por toxinas que interactian
con los componentes de membrana podrian ser significativos, ya que lograrian
alterar de diversas formas los mecanismos celulares mencionados.

Estan descritos diferentes mecanismos de interaccion de las toxinas
producidas por animales marinos con la membrana celular. Dos grupos son
importantes en el contexto del presente trabajo. |. Al primer grupo pertenecen las
toxinas que tienen actividad directa sobre proteinas de membrana como canales
ionicos y receptores. ll. Al segundo grupo pertenecen las toxinas citoliticas que se
unen a lipidos alterando la permeabilidad de la membrana.

R Toxinas con actividad sobre proteinas de membrana.

Una de las estrategias mas utilizadas por las toxinas de origen animal es el
bloquear o alterar la comunicacién celular que se lieva a cabo principalmente a
través de las sinapsis quimicas (Fig.1). Esto le permite al cazador inmovilizar a su
presa o defenderse de un depredador potencial de forma rapida, que es
importante, sobre todo para aquellos organismos carnivoros sésiles, rastreros y
algunos pelagicos que habitan el océano. Esta estrategia se basa principalmente
en la union toxina-canal o toxina-receptor, que interfiere con las funciones
neuronales y/o musculares.

Esta bien documentado que la actividad de este grupo de toxinas sobre las
proteinas opera de diferentes formas, por ejemplo: a) aquellas que alteran los
mecanismos de compuerta de los canales idnicos, b} las que bloquean el flujo de
jones a través del poro del canal, y c) aquellas toxinas que actian como agonistas
o antagonistas de un receptor. Todas las toxinas estudiadas hasta ahora utilizan
alguno de estos mecanismos de actividad cuando tienen como blanco a canales
jénicos y receptores.

Uno de los ejemplos mas representativos y de gran interés en neurobiologia,
es la tetrodotoxina (TTX) y su relacién con los canales de Na' en células
excitables. El nombre de TTX hace referencia al pez tetrodéntido del que fue
aislada, sin embargo, actualmente se encuentra en debate el origen de esta toxina



ya que también se atribuye su sintesis a Shewanella algae un dinoflagelado
simbionte del pez (Yasumoto y Murata, 1993; Whittle y Gallacher, 2000). En 1964,
T. Narahashi y colaboradores, demostraron que la toxicidad de esta sustancia se
debia principalmente a la capacidad de bloquear el incremento de la conductancia
de Na' asociado con la fase de dispar'o del potencial de accion en célutas
excitables. A partir de estos estudios y utilizando a la TTX como herramienta
experimental, se generdé un campo amplio de investigacién en donde diversos
grupos han participado y que muestran, por ejemplo, la estructura y especificidad
de la toxina, los sitios de unién en el canal (Catteral et al., 1992; Blumenthal,
1995), y los procesos fisiologicos y biofisicos que estan implicados en esta unién.

De hecho, los canales de Na* son el blanco principal para una gran variedad
de toxinas, actualmente se ha establecido la presencia de cuatro diferentes sitios
de union para diferentes toxinas en la subunidad o del canal de Na'. Estos sitios
son: a) el sitio de unién de la tetrodotoxina (TTX) y saxitoxina (SXT) que bloquea
el paso de Na' (Catteral et al, 1992), b) un sitio que provoca activacion
persistente estabilizando la forma abierta del canal, este sitio interactia con
moléculas lipofilicas como los alcaloides batraciotoxina, veratridina vy
guayanotoxina, asi como la ciguatoxina y la brevetoxina (Catteral et al., 1992;
Norton, 1991), c¢) la unién de diferentes polipéptidos aislados de escorpiones (-
toxinas) y de anémonas de mar como la ATXIl aislada de la Anemonia sulcata
(Norton, 1991; Catteral et al, 1992; y Mantegazza et al., 1998) a un sitio
especifico provoca el retraso en la inactivacion del canal, y d) el sitio sobre el que
actua el grupo al que pertenecen las p-toxinas de escorpidon que alteran la
dependencia al voltaje del proceso de ia inactivacion del canal (Catteral et al.,
1992; Blumenthal, 1995).

También se han descrito numerosas toxinas en particular de origen marino
con alta selectividad diferencial para los distintos canales de Ca*. Por ello,
actualmente entre las mejores herramientas utilizadas para diferenciar los
diferentes subtipos de estos canales destacan las o-conotoxinas, por ejemplo, las

oGVIA y «GVIA, neurotoxinas paralizantes aisladas del gasterépodc Conus



geographus (Olivera et al., 1994) que bloquean canales de Ca'? neuronales del
subtipo N (Olivera et al., 1994; Bowersox y Luther, 1998).

Celula pre-sinaptica

o o o wo-conotollﬂl
mﬂoxm ""‘ wj_dﬁ— ?ﬁ? conantokinas
et L]
Célula post-sinaptica
\_ _/

Figura 1. Esquema de una sinapsis quimica mostrando ejemplos de los
canales idnicos y receptores que sirven como blanco de diferentes toxinas de
origen marino

Tetrodotoxina (TTX) aislada de un pez tetrodéntido, saxitoxina (SxTX) y maitotoxina
(Mtx) aisladas de dinoflagelados. BgK, ShK, y AskK, toxinas aisiadas de anémonas.
o-conotoxinas, a-conotoxinas y conantokinas aisladas de gasterépodos. GTS-21
aislada de nemertinos. Modificado de Rappuoli y Montecucco (1997).

Otras toxinas tienen actividad sobre canales de K'. Por ejemplo, pequefios
péptidos (35 a 37 residuos), con secuencias homélogas, bloquean canales de K’
dependientes de voltaje en diferentes tipos celulares, estos péptidos han sido



aislados de diferentes géneros de anémonas, como la BgK aislada de
Bunodosoma granulifera, la ShK de Stichodactyla helianthus, y la AsK de
Anemonia sulcata (Dauplais et al., 1997; Cotton et al.,1997). También se han
estudiado extractos de anémonas que bloquean canales de K* dependientes de
Ca®* (Garateix et al., 2000; Pennington, et al., 1997).

Entre las toxinas que se unen a diferentes receptores se encuentra la GTS-
21 aislada de los gusanos marinos llamados nemertinos, esta toxina es agonista
del receptor-canal de acetilcolina oy pero débilmente antagonista de los a4
(Kem, 2000). Ademas, se han purificado y caracterizado toxinas que bloquean
receptores a glutamato como las llamadas conantokinas (Olivera y Steel, 1997,
Hammerland et al., 1992).

Han sido descritos otros mecanismos de interaccion de las toxinas aisladas de
organismos marinos con proteinas de membrana, por ejemplo, se postula que la
palytoxina una sustancia aislada del coral Palythoa sp. es activa sobre la Na’*-K*
ATPasa provocando que se comporte como un canal catiénico inespecifico (Wang
y Horisberger, 1997). Otro ejemplo lo representa la maitotoxina producida por el
dinoflagelado Gambierdiscus loxicus que parece activar y quiza promover la
insercion de canales catibnicos inespecificos en la membrana celular e
incrementa el nivel de Ca®* intracelular (Weber et al., 2000; Bielfeld-Ackermann et
al., 1998; Martinez et al., 1999). Por dltimo, a partir de dinoflagelados simbiontes
del género Symbiodinium se han aislado metabolitos secundarios como la
simbioramida, un activador de la Ca?-ATPasa en reticulo sarcoplasmico
(Kobayashi et al., 1988).

De estos estudios es evidente que la diversidad en las interacciones con la
membrana celula.r confiere a las toxinas naturales un potencial invaluable como
herramientas en la investigacion, ya que han demostrado ser moléculas claves
para elucidar diferentes procesos fisiolégicos celulares gracias a su alta
selectividad y potencia; asi como para identificar, purificar y caracterizar proteinas
de membrana ayudando a entender los detalles moleculares de su estructura y
funcion.



La complejidad de la mayoria de los procesos celulares se atribuye a la
amplia diversidad de proteinas de membrana que son expresadas en diferentes
células. Esta diversidad ha surgido a través de varios mecanismos conocidos,
como lo es la expresion de genes homologos, el corte y empalme (splicing)
aiternativo y la edicién de RNA que generan isoformas moleculares con diferentes
propiedades farmacoldgicas, bioquimicas y fisiolégicas. Esto, entre otros motivos,
fundamenta el incremento en los Ultimos afios de la busqueda de toxinas
altamente selectivas, para un estudio detallado de ambas moléculas: las toxinas y
sus blancos biolbgicos.

Il. Toxinas citoliticas que alteran la permeabilidad de la membrana.

Las membranas biolégicas forman un ambiente compartamentalizado que
mantiene la integridad celular, y ademas, en organismos unicelulares es una
barrera protectora cuando éstos se encuentran con ambientes hostiles, no es
sorprendente entonces, que el rompimiento o alteracion de la estructura de las
membranas sea una via efectiva para dafiar y eventualmente matar a una célula.
Las toxinas que utilizan este mecanismo son llamadas citolisinas (Hessinger,
1988; Kem, 1988b).

Las citolisinas son polipéptidos que no tienen receptores membranales
proteinicos, éstas se unen directamente o cortan a los fosfolipidos, esteroides u
otros componentes de las membranas (Kem, 1988b; Rossjohn et al, 1997;
Anderluh et al., 1999).

La interaccibn de las citolisinas con la membrana celular esta dada
principaimente por dos mecanismos: a) Las citolisinas cataliticas, y b) las
citolisinas que forman poros en la membrana .

a) Las citolisinas cataliticas. A este grupo pertenecen un tipo de toxinas con
actividad de fosfolipasas (enzimas capaces de hidrolizar a ios fosfolipidos). Estas



toxinas alteran la permeabilidad y/o la estructura de la membrana celular por
cambios quimicos debido a su actividad enzimatica (Hessinger, 1988; Rowe y
Weilch, 1994). Se han estudiado citolisinas inhibidas por esfingomielina que
forman canales acuosos por degradacién directa de fosfolipidos mediante la
activacion de fosfolipasa A; y la consecuente liberacion de acido araquidénico
(Galettis y Norton, 1990). Toxinas con actividad de fosfolipasas inhibidas por
esfingomielina han sido aisladas de venenos de artropodos terrestres, serpientes,
bacterias y cnidarios (Bernheimer y Rudy, 1986; Turk, 1992; Rowe y Welch, 1994;
Rottini et al., 1990, 1995; Grotendorst y Hessinger, 1999; Migues et al., 1999;
Radwan et al., 2001).

b) Citolisinas que forman poros en la membrana celular. Se han sugerido
diferentes modelos para describir el posible mecanismo en la formacién de estos
poros. Uno de los modelos mejor detallados molecularmente es el propuesto por
Rossjohn y cols. {(1997) para la toxina perfringolisina O aislada de Clostridium
prefingens una de las citolisinas activadas por tioles (SH-). En este tipo de toxinas
el colesterol de la membrana parece actuar como aeceptor (Berheimer y Rudy,
1986 ; Rossjohn, et al., 1997), puesto que su actividad citolitica disminuye cuando
se agrega colesterol al medio. La formacién del poro comienza cuando la citolisina
monomeérica se une en la superficie de la membrana al colesterol, estudios de
mutagénesis y modificaciones quimicas sugieren que el sitio de enlace es en un
motivo rico en triptofano y un residuo de cisteina de la toxina. Asi, esta toxina se
concentra en las zonas de la membrana ricas en colesterol promoviendo ia
oligomerizacién de monémeros, los oligdmeros entonces forman un arco o anillo y
se insertan en la membrana hasta atravesarla formando el poro (Fig. 2A). Otro
modelo de accion se propone para la o-toxina de Staphylococcus aureus en
donde se asume a la toxina como un mondmero soluble, con sus regiones N-y C-
terminales conectados por un asa flexible rica en glicina. Este monémero, se
enlaza a la membrana celular comiunmente a través de fosfatidilcolina o colesterol.
Posteriormente, a través de un proceso dependiente de la temperatura, diferentes

monémeros se oligomerizan formando un hexamero anfifilico, y finalmente, el



oligbmero se inserta en la membrana hasta atravesarla formando un canal
transmembranal. El poro formado deja pasar iones y pequefias moléculas hasta
un PM aproximado de 2000 (Manestrina y Ferreras 1997; Fig. 2 B). A partir de la
caracterizacion de la citolisina aislada de la anémona Metridium senile
(Bernheimer et al, 1979), Hamada metridiolisina, el estudio de citolisinas
formadoras de poros e inhibidas por colesterol, se ha incrementado
considerablemente en los Ultimos afios en diferentes especies de anémonas y en
otros organismos del phylum Cnidaria (Bernheimer y Rudy, 1986; Aivarez 1998;
Anderluh et al,1999). Sin embargo, el mecanismo de acciéon detallado a nivel
molecular de estas toxinas atn no es entendido por compieto.

Gracias a sus propiedades liticas, estas toxinas se han utilizado como
herramientas biolégicas para permeabilizar diversos tipos de células y organelos,
y de esta forma, analizar diferentes funciones del metabolismo celular (Alouf,
1997). Debido a la actividad citotoxica se ha sugerido su uso terapéutico, por
ejemplo proponiendo el disefio de conjugados moleculares acoplados a la
citolisina unida a una molécula que reconozca especificamente a una célula
tumoral (Kem et al., 1990).

Por otro lado, también se han reportado citolisinas de anémonas de mar que
interfieren con algunos eventos de la transmisidn sinaptica, por ejemplo, en la
recaptura de GABA y colina (Khoo et al., 1995), y en la liberacion de
neurotransmisores como el glutamato (Migues et al., 1999).
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0 monémero

Figura 2. Esquema de dos modelos propuestos para la formacién de poros en
la membrana celular por citolisinas

A) las toxinas monomeéricas se unen al colesterol en la superficie de la membrana,
los monémeros se oligomerizan y la insercién de oligomeros en forma de arco y/o
anillo en la membrana forman un poro. Modificado de Bhakdi (1997) B) ejemplo de
la a-toxina de Staphylococcus aureus. 1) ia toxina se asume como un monémero
soluble con sus regiones N- y C- terminaies, conectados por un asa (A) flexible rica
en glicina. 2) En un mecanismo independiente de la temperatura, el monémero se
enlaza a la membrana celular cominmente a través de fosfatidilcolina o colesterol.
3) A través de un proceso dependiente de la temperatura, diferentes monémeros se
oligomerizan formando un hexamero anfifilico. 4) El oligdmero se inserta en la
membrana hasta atravesaria formando un canal transmembranat . 5} Poro que deja
pasar iones y pequeiias moléculas. Modificado de Manestrina y Ferreras (1997).
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El phylum Cnidaria como fuente de toxinas

Uno de los phyla de invertebrados marinos de mayor interés en la bisqueda
de toxinas, es el Cnidaria. Este phylum contiene al mayor niumero de especies
toxicas de todos los phyla de animales, han sido descritas mas de 10,000
especies (Kem, 1988a). Los organismos pertenecientes a este grupo son
principaimente marinos, solo algunos hidrozoos son dulceacuicolas. Su
distribucion es preferentemente en la region tropical (Barmes y Rupert, 1996).

Los cnidarios estan divididos en cuatro clases: 1) Hydrozoa, al que
pertenecen las hidras, el organismo marino mejor conocido de esta clase es la
Physalia physalis, cominmente llamada fragata portuguesa; 2) Schyphozoa,
grupo formado por las llamadas medusas verdaderas; 3) Cubozoa, constituida por
pequefias medusas en forma de campana Hamadas en inglés “boxjellies” y 4)
Anthozoa, clase a la que pertenecen los organismos sésiles conocidos como
corales y anémonas (Barnes y Rupert, 1996).

Los Cnidarios son los Unicos animales que presentan células especializadas
llamadas cnidocitos (Fig. 3A), estas células generan y secretan pequefias
capsulas de diferentes tipos conocidas como cnidas, de los cuales, los llamados
nematocistos son los de mayor importancia (Fig. 3B y C) y se encuentran en todos
los cnidarios. Los otros dos tipos de cnidas los spirocitos y los pticocistos solo se
han visto en anthozoos. La funcién principal de los nematocistos es ayudar en la
captura de la presa inyectando el veneno que estd contenido dentro de las
capsulas. Cuando un nematocisto descarga su contenido, los filamentos son
capaces de desplegarse a una gran velocidad. De esta forma, penetran, inoculan
el veneno y paralizan a la presa (Rifkin et al., 1996).

Los nematocistos se encuentran distribuidos en todas las partes del cuerpo
del cnidario, incluyendo los tentaculos, las regiones oral y estomacal y la
epidermis, con base en su morfologia han sido descritos diferentes tipos. Los
cnida pueden ser estructuralmente similares de una especie a otra, sin embargo,
la composicién del veneno puede ser muy diferente.
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Cnidocilio
Filamento

Figura 3. Nematocisto
A) cnidocito, B) nematocisto cargado y C) nematocisto descargado.
Modificado de Nielsen {(1995)

Experimentaimente, los estimulos quimicos, mecanicos, osmoéticos y
eléctricos producen el desprendimiento y la descarga de los nematocistos,
algunos de estos estimulos podrian provocar la respuesta del cnidario ante la
presencia de la presa o del depredador. La mayoria de los estudios sugieren que
la descarga (Fig. 4) de los cnida in situ, bajo condiciones naturales, requiere
principalmente de los estimulos quimicos y mecanicos (Rifkin et al., 1996 ).

Figura 4. Descarga del nematocisto

a) nematocisto cargado

b) el opérculo se abre y los estiletes
rompen el teqgumento

c) los estiletes se retraen y el filamento
se evagina

d) el filamento termina de evaginarse
Modificado de Tardent (1988).
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A pesar de que la toxicidad de los cnidarios es atribuida principalmente al
contenido de los nematocistos, también se han investigado extractos de otros
tejidos, encontrando también compuestos con actividad biolégica en diversos
sistemas (Endean et al., 1993; Nagai et al., 2000 ay b).

Han sido realizados diversos estudios que muestran que los componentes
del veneno contenido en los nematocistos y en los tejidos de cnidarios presentan
una gran variedad de estructuras moleculares, principalmente péptidos y proteinas
con una amplia gama de actividad. Por ejemplo, algunas tienen actividad
enzimatica como: colagenasas, proteasas, elastasas, fosfolipasas y nucleasas
(Pong-Prayoon et al., 1991). Otras, por diferentes mecanismos moleculares,
presentan actividad neurotéxica (Norton, 1991; Endean et al.,, 1993}, miotdxica
(Shyrock y Bianchi, 1983, Endean et al., 1993), cardiotéxica (Ho et al., 1987;
Norton et al., 1990), citotobxica (Houck et al., 1998; Carii et al, 1996),
vasodilatadora y vasoconstrictora (Loredo et al., 1986; Nagase et al., 1987),
hemolitica y/o citolitica (Klung et al., 1988; Cariellc et al., 1988 ; Othman vy
Burnett, 1990; Rottini et al., 1995; Allavena et al., 1998), entre ofras.

Se encuentra bien documentado que estos organismos producen diversas
lesiones en humanos, dichas lesiones pueden ser desde ligeras hasta letales
dependiendo de la cantidad de veneno inyectada, la susceptibilidad de cada
individuo y la composicion del veneno. Se ha observado que la mezcla de las
diferentes sustancias en el veneno de los nematocistos pueden producir severas
reacciones toéxicas sistémicas, crénicas y/o locales como dermatonecrosis,
espasmos vasculares, dolor ligero, urticaria, inflamacién, dolor agudo, anafilaxis y
en algunos casos pueden liegar a ser letales, como 1o es el veneno del cubozoo
Chironex fleckeni uno de los méas potentes reportados en animaies (Burnett et al.,
1995; Bloom et al., 1998).

Existe un gran nimero de especies de cnidarios descritas e incluso estan
siendo caracterizadas nuevas especies como por ejemplo la Chrysaora achlyos
(Martin et al., 1997). Todos estos organismos representan un campo muy extenso
de estudio, si consideramos que cada uno de ellos posee su propio equipamiento
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de nematocistos con diferentes toxinas actuando probablemente a través de
diversos mecanismos.

El veneno producido por los chidarios que habitan los ecosistemas marinos
mexicanos ha sido escasamente estudiado. Estos animales son fuente potencial
de sustancias con diferentes mecanismos de actividad biolégica, asi como de
nuevas y diferentes estructuras moleculares.
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Evaluacién de la actividad biolégica

Cada vez se hace de mayor importancia utilizar diferentes estrategias de
bisqueda de la actividad toxicolégica a nivel molecular, con la finalidad de
elucidar y caracterizar en detalle el mecanismo por el cual las toxinas producidas
por diferentes organismos provocan sus efectos. En este trabajo fueron utilizadas
dos estrategias para estudiar algunos aspectos de la actividad producida por
toxinas provenientes de organismos marinos del phylum Cnidaria sobre
componentes de la membrana celular: |. Andlisis de la actividad eléctrica en
ovocitos de Xenopus laevis, y Il. Andlisis de la actividad hemolitica.

l. Analisis de la actividad eléctrica en ovocitos de Xenopus laevis.

Los ovocitos y foliculos (el ovocito en comunicacién con sus células
foliculares) de Xenopus laevis debido a su tamafio (aproximadamente 1.2 mm de
diametro) y disponibilidad, permiten ser estudiados con mayor facilidad que otras
células aisladas. Contienen una gran diversidad de canales i6nicos y receptores
nativos que responden a diferentes neurotransmisores, hormonas y péptidos.
Ademas, es un sistema en el cual se pueden expresar receptores y proteinas de
membrana de diferentes tejidos a partir de la inyeccion de mRNA o cDNA
exdgeno (Miledi et al., 1989a; Goldin y Sumikawa 1992; Arellano et al., 1996).

El foliculo ovarico de Xenopus laevis es un sistema multicelular complejo
formado por un ovocito, rodeado de diferentes capas celulares y no celulares, la
capa mas interna llamada vitelina es acelular y separa al ovocito de las células
foliculares las cuales se encuentran rodeadas de una membrana basal formada
principalmente por colagena. La membrana basal marca una separacion entre las
células foliculares y los tejidos de la teca en donde se encuentran fibroblastos y
vasos sanguineos. La Gltima capa celular, la mas externa del foliculo es el epitelio
interno (Dumont, 1972; Fig. 5).

Las respuestas eléctricas nativas en ovocito de Xenopus estan divididas en
corrientes ibnicas que requieren de la presencia de células feliculares (algunos
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ejemplos se muestran en la Fig. 5) y las corrientes que son independientes de
ellas, esto es, son generadas en ovocitos desfolicutados (Tabla 1).

Epftstio Interno

Tece

Ovotito

Figura 5. Esquema que muestra las diferentes capas que rodean al ovocito de
Xenopus laevis

El foliculo consiste de cinco distintas capas celulares y no celulares que rodean al
ovocito. El acoplamiento eléctrico y metabélico que se mantiene entre Jas células
foliculares y el ovocito es a través de uniones comunicantes. También se ilustran
algunos ejemplos de canales ionicos y receptores con diferentes mecanismos de
activacién. El sombreado indica los espacios extracetulares: BV, vasos sanguineos;
GJC, uniones comunicantes; G, proteina G; AC, adelinato ciclasa; PKA, proteina
cinasa A, PLC, fosfolipasa C; FSH, hormona foliculo estimulante; NA,
noradrenalina, All, angiotensina Il; ACh, acetilcolina (Modificado de Arellano et al.,

1996).

Todas las respuestas que pueden ser utilizadas como sistema de bioensayo
para diferentes reacciones membranales, se pueden dividir en dos grandes
grupos de acuerdo a su mecanismo de activacion:

1) Actividad sobre receptores de membrana que se acoplan preferentemente
a dos de ios sistemas de segundos mensajeros mejor conocidos (Fig. 5):
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a) Activacion de receptores acoplados a proteinas G que via adenilato ciclasa
(AC) estimulan la sintesis de cAMP activando a su vez canales selectivos a K' o
CI' (Miledi y Woodward 1989; Arellano y Miledi 1993, 1994). Este mecanismo es
activado por sustancias transmisoras como dopamina, noradrenalina, adenosina
(Fig. 6D), hormona foliculo estimulante (Fig. BE), y prostaglandinas, entre otros
(Arellano et al., 1996).

Tabla 1. Respuestas electrofisiolégicas nativas caracterizadas en ovocitos

desfoliculados de Xenopus laevis

Principal lon Propiedades del canal Referencias
Na’ -Activados por despolarizacién 79, 26, 42
prolongada
-Activados por NH," 29
-Sensibles a amiloride 168
K -Bloqueados por TEA" y Ba*™* 76, 30
-Sensibles a TEA" e insensibles a Ba>* | 131, 101
-Canales de K' {isK, minK) 155
Ca® -Dependientes de voltaje (Tow) 45,132, 112
- Activados por el vaciado de
reservorios intracelulares (/,...) 175, 97, 63, 47
Cati6nicos -Mecanosensibles (/) 66, 178, 173, 174
No selectivos -Hemicanales de uniones 12, 50,177
comunicantes (/)
-Inducidos por palitoxina 165
-Permeables a NH,’ _ 30, 31
-Inducidos por maitotoxina 20, 169
cr -Activado por Ca”". Icycq (Oscilatoria, |13, 113
Tim y TOU"-)
-Inducidos por hiperpolarizacién 133,91
|Agua 1, 150

b) Activaciéon de receptores acoplados a proteinas G, las cuales estimulan a la
fosfolipasa C (PLC) aumentando la sintesis de IP3; y provocando la liberacién de
caicio intracelular que a su vez activa canales de CI' dependientes de Ca®*
(Kusano et al., 1982; Miledi y Parker 1984; Oron et al., 1985). Esta cadena de
eventos puede ser activada a través de la estimulacién de receptores especificos

a sustancias como acetilcolina (Kusano et al., 1982; Fig. 6A y B), un factor de
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suero, angiotensina |l y cationes divalentes (Miledi et al., 198Sb; Tigyi et al., 1990;
Woodward y Miledi, 1991).

2) Activacién de diversos canales dependientes de voitaje; por ejemplo, de ca®
(Miledi 1982), de Na* (Baud et al., 1982) y de K’ (Peres et al., 1985). También,
aquellos canales activados por cambios de volumen celular (Arellano y Miledi,
1993, 1994, Perez-Samartin et al., 2000) y por la remocion de cationes divalentes
del medio externo entre otros (Arellano et al., 1995; ver Fig.6C).

A acn Remocién del Ca™
— extracetular
Sin+ Les e w-
b “« AMP-K
C .
T ‘/L\k“
NA FSH

Figura 6. Registros electrofisiolégicos caracteristicos de respuestas a
diferentes agonistas y condiciones experimentales en ovocito de Xenopus
faevis

Utilizando la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrodos (ver seccion de
métodos). A) y B) Comentes complejas de CI que mcluyen componentes
independientes de Ca® (Fi, Si) Y dependientes de Ca®’ (/ciew) producidas por
ACh; C) Corriente catiénica inespecifica llamada I, producida por {a remocién de
Ca® extracelular. D) y E) Corrientes de K* activados por cCAMP producido por la
aplicaciéon de noradrenalina (NA) y hormona foliculo estimulante (FSH). Se
aplicaron pulsos periddicos de voltaje con el fin de evaluar la resistencia de la
membrana, en los registros D y E de +10mV y en el C de +20 mV. Las barras de
escala corresponden a: horizontal; 240 s (A, D,E), 120 s (B) y 50 s (C). Vertical, 100
nA (A.B.D,.E)y 1 pA (C). (Modificado de Arellano et al., 1996).

19



Las respuestas electrofisiolbgicas que permiten ser evaluadas para
determinar la actividad de diferentes toxinas son caracteristicas del agonista
aplicado o de las condiciones experimentales utilizadas, algunos ejemplos se
muestran en la figura 6.

Actividad hemolitica

Dentro de los meétodos mas usados para el estudio de la interaccion de
toxinas con lipidos, y otras moléculas asociadas a éstos, se encuentra ia
evaluacién de la presencia de actividad citolitica, utilizando principalmente el
modelo de lisis de eritrocitos en diferentes especies de mamiferos. Las
hemolisinas, nombre de las toxinas que tienen la capacidad de romper eritrocitos,
se encuentran en una amplia diversidad de organismos.

Los eritrocitos de mamifero no tienen nucleo ni membranas intracelulares,
basicamente son células que transportan hemoglobina. La membrana del
eritrocito es homogénea, al parecer sus proteinas estdn mas o0 menos
uniformemente distribuidas en el plano de la membrana sin grandes zonas
especializadas; la proteina mayoritaria es la llamada banda 3 que forma un canal
intercambiador de HCO5™ y CI' ésta puede llegar a constituir hasta un 30 % del
total de proteinas de la membrana del eritrocito. La composicion de los lipidos
membranales es variable dependiendo de la especie (Voet y Voet, 1985).

Independientemente del significado biolégico de la hemélisis, ésta es una
actividad bioldgica que representa un método sencillo y cuantitativo para detectar
la presencia de citolisinas (Rowe y Welch, 1994). Brinda diferentes ventajas, como
por ejemplo, la disponibilidad de los eritrocitos y el mantenimiento de éstos es
relativamente facil, la propia hemoglcbina funciona como marcador, y se ha
demostrado que sustancias liticas para otros tipos celulares, también afectan a los
eritrocitos. Asi, es razonable asumir que el mecanismo por el cual se lisan los
eritrocitos es el mismo que en otros tipos de células eucariontes, esto puede estar
reflejado en la actividad citotbxica que estd asociada a las hemolisinas
(Bernheimer, 1988).
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La hemdlisis o “porcentaje de hemdlisis” puede ser estimado utilizando
cualquiera de los siguientes métodos: a) midiendo la hemoglobina liberada en un
periodo determinado de tiempo después de mezclar a la toxina con los eritrocitos,
b} midiendo cambios en las propiedades épticas de la reaccion completa de la
mezcla en funcidn del tiempo, ya sea por absorbencia o dispersioén de luz, y ¢)
contando en un hemocitdmetro el numero de eritrocitos que permanecen después
de un periodo de tiempo seguido a la aplicacién del agente litico (Bernheimer,
1988).

La importancia in vivo de la lisis de célutas sanguineas por las hemolisinas
no es clara, sin embérgo, especialmente en cnidarios, la principal funcién de las
citolisinas parece ser el rompimiento del integumento de la presa o depredador y
podrian estar participando en la digestion (Kem, 1988a).
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ANTECEDENTES



En el Mar Caribe mexicano podemos encontrar un gran numero de
invertebrados marinos, entre ellos los que pertenecen al phylum Cnidaria. En el
inicio del presente estudio, la falta de informacion acerca de los compuestos
bioactivos de estos organismos hizo necesaria la exploracion de diferentes
especies. De esta forma fueron exploradas iniciaimente las posibles actividades
electrofisiolégicas y hemoliticas de extractos de las siguientes medusas : Linuche
unguiculata, Carybdea alata y Cassiopea xamachana. La anemona Condylactis
gigantea, los hidrocorales Millepora complanata y Millepora alcicomis. Partiendo
de los resultados de esta exploracién, abundancia y distribucién de la especie, ast
como la accesibilidad para la captura, decidimos enfocar el estudio a las toxinas
responsables de las actividades producidas por el veneno de la medusa
Cassiopea xamachana .

La reproducibilidad de los resultados en una investigaciéon de esta naturaleza
depende en gran medida de la identificacion taxonémica de la especie con la que
se esta trabajando. Por otro lado, el conocimiento de la biologia y observacion de
los habitos del organismo ayudan a dirigir el estudio de la bioactividad de las
sustancias que produce. Con este propésito, a continuacibn se describen
brevemente las caracteristicas biolégicas y antecedentes de estudios bioquimicos
y de bioactividad de la medusa Cassiopea xamachana.

LA MEDUSA Cassiopea xamachana R.P. BIGELOW (1892)

Clasificacién y habitos

Phylum Cnidaria

Clase Scyphozoa
Orden Rhizostomeae
Familia Cassiopeidae
Género Cassiopea
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Los cnidarios presentan dos formas corporales caracteristicas, el pélipo y la
medusa (Fig. 7). Tipicamente el pélipo es sésil, su cuerpo es cilindrico con el
extremo oral dirigido hacia arriba y el extremo opuesto fijo al sustrato (Bames y
Rupert, 1996), la medusa en cambio es libre nadadora.

A la clase Scyphozoa pertenecen los organismos que presentan como
estado dominante en su ciclo de vida la forma de medusa, la polipoide esta
restringida a un pequefio estado sésil. Todas las medusas, se asemejan mas o
menos a una sombrilla invertida, plato, disco o campana que se le lama umbrela.
Son muy conspicuas por su talla y coloracién, normalmente miden de 2 a 40 cm
de diametro y a menudo se encuentran en la playa después de vientos fuertes o
mal tiempo. A este grupo pertenecen las lamadas medusas verdaderas (Segura-
Puertas, 1984 ; Rifkin et al.,, 1996 ). Existen alrededor de 200 spp descritas de
scyphozoos que viven tanto en mares frios como en tropicales, algunas a gran
profundidad {(Bames y Rupert, 1996).

Boca 8) Exoumbrela

Epidermis Subumbrela

Cavidad gastrovascular

Tentaculo

Pélipo Medusa

Figura 7. Anatomia general de un cnidario
Modificado de Bames y Rupert (1996).
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Las diferencias anatomicas que permiten reconocer a las medusas son su
sistema central o vegetativo, y su sistema marginal o sensorial. El sistema central
en los schyphozoos presenta un manubrio, boca, cavidad gastrovascular,
apéndices orales y gbénadas. El manubrio se extiende para formar los brazos
orales. En los schyphozoos y cubozoos la capa interna de las cavidad
gastrovascular puede extenderse, y formar filamentos o cirros gastricos. Los
filamentos contienen enzimas digestivas y nematocistos. El sistema marginal o
sensorial esta formado por ondulaciones, tentaculos marginales, y 6rganos de los
sentidos como el ropalio y la pedalia. El ropalio se encuentra entre cada par de
ondulaciones y cada ropalio esta compuesto por ocelos y estatocistos estos
ultimos son érganos del equilibrio (Segura-Puertas, 1984 ; Rifkin et al., 1996 ).

Lo que caracteriza a las medusas det orden Rhizostomae de otras medusas
eés la presencia de brazos orales, estos brazos orales a diferencia de los
tentaculos crecen a partir del margen de la boca, se ramifican y presentan
multiples bocas (Barnes y Rupert, 1996). Tienen ocho brazos orales ramificados
con pliegues muy profundos hacia los que dirige el alimento, estos pliegues son
las llamadas “bocas secundarias” que se comunican con los canales del manubrio
y éstos con el estdmago; la boca primitiva desaparece como consecuencia de la
fusion de los brazos orales, excepto en Stomolophus. Poseen de 8 a 16 ropalios, y
pequefios apéndices filamentosos usados para capturar y paralizar a la presa. La
mayoria son tropicales o subtropicales de aguas someras.

El género Cassiopea en inglés coloquial es llamado cominmente “upside
down jellyfish” (medusa invertida) debido a la posicion que adoptan en su habitat.
Normalmente el animal puede permanecer en el fondo con la superficie
exumbrelar sobre el sustrato y los brazos orales hacia arriba, esta posicion le
facilita conseguir su alimento (Bammes y Rupert, 1996). E! nombre de este
organismo se puede encontrar indistintamente de dos diferentes formas
Cassiopeia y Cassiopea. Han sido descritas cerca de 17 spp de este género
(Rifkin et al.,1996).

Las especies del género Cassiopea habitan en lagunas costeras y remansos
de manglares, se han visto particularmente en el océano Pacifico, en los
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alrededores de Hawai, en el oeste de la India, Canbe y las Antillas, norte, este y
sur de Australia, asi como en Malasia, Fiji y Nueva Caledonia (Rifkin et al.,1996 ).

Figura 8. Organismos adultos de Cassiopea xamachana

Diagnosis

Cassiopea xamachana R.P. Bigelow

La umbrela tiene forma de disco con el margen adelgazado, un diametro que
puede alcanzar hasta 40 cm y tiene una concavidad distintiva en el centro (Fig. 8).
En el margen se observan cinco ondulaciones cortas entre las cuales se
encuentran de 11 a 22 lébulos ropalares. Del centro de la superficie subumbrelar
se proyecta el disco de los brazos orales, de dicho disco surgen los 8 brazos
orales caracteristicos con un tamafio aproximado de 1.25 veces el radio de la
umbrela. Los brazos orales en corte transversal tienen forma triangular, y cada
brazo presenta de 10 a 15 ramificaciones primarias, las que a su vez dan origen a-
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ramificaciones secundarias. Presenta una regién oral central que se prolonga a lo
largo de las ramificaciones primarias y secundarias, con bocas muiltiples en las
ramificaciones secundarias. Se observan apéndices en forma de filamentos que
estan asociados a las ramificaciones primarias y a la superficie de la regién oral
del disco de los brazos orales, estos dltimos son mas largos y presentan
agrupaciones de nematocistos. La coloracibn es variable, de grisaceo a
grisazulado, asi como de café a amarillo. La apariencia de la exumbrela es de un
circulo y rayas radiales (Bigelow, 1892).

Figura 9. Esquema anatémico de Cassiopea xamachana
tindividuo adulto y acercamiento del brazo orat. Modificado de Rifkin (1996).

Cassiopea xamachana posee un pigmento azul difundido dentro de la
porcion acelular de su mesoglea. Los pigmentos de una amplia variedad de
cnidarios son carotenoproteinas, existen varias especulaciones con respecto a su
funcion, por ejemplo, parecen actuar como filtros a la luz ultravioleta (Blanquet y
Phelan, 1986).

De mas de 30 tipos de cnida que han sido descritos en diferentes especies,
esta medusa presenta nematocistos de dos diferentes tipos, unos son ovoides de
12-15 pm, clasificados como ettriteles, y otros son redondos y mas pequefios 6-9
um identificados como holotricos isorrizas (Golber y Taylor, 1997).

La reaccién que presentan las personas que han tenido contacto con
Cassiopea xamachana es considerada de moderada a severa. Los sintomas
locales en el area afectada son eritema, urticaria, generacién de ampilas,
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hinchazén y dolor intenso. Estos pueden ir acompafiados de padecimientos
sistémicos como son calambres musculares, expectoracion mucosa, dolor en las
articulaciones, vomito y tos intensa (Halstead, 1978; Rifkin et al., 1986).

Habitos alimenticios

Casi todos los cnidarios son camivoros, las medusas preferentemente tienden
a agregarse en capas oceanicas de temperatura y salinidad discontinuas gue son
zonas donde se concentra el zooplancton.

Algunas medusas pueden adoptar comportamiento solitario, mientras que
otras forman grupos numerosos rodeando a las pequefias presas. Generalmente
se alimentan moviendo sus tentaculos continuamente hasta atrapar a su presa.
Algunas especies como Cassiopea sp crean turbulencias para atraer el alimento al
alcance de sus brazos orales, los organismos que entran en contacto con la
medusa son inmovilizadas por el veneno de los nematocistos, dirigidas hacia la
boca y tragados, dentro del organismo enzimas gastricas digieren el alimento
(Rifkin et al., 1996).

Cassiopea xamachana en acuario puede ser alimentada con Artemia salina,
usa movimientos del margen umbrelar y secrecion de cordones mucosos para
atrapar al alimento, al parecer, de la misma forma que ha sido descrita para
Cassiopea frondosa. En C. frondosa, la proximidad del alimento actia como un
estimulo para las vesiculas orales en donde se encuentran pequefios sacos de
nematocistos y células mucosas que son disparadas a través de la boca a
cualquier posible alimento cercano, una vez capturadas las presas son
paralizadas y conducidas por cordones mucosos a las multiples bocas (Smith,
1936; Hickman et al., 1993).

Cassiopea xamachana, como oftras especies de cnidarios, posee
dinoflagelados simbiontes, en este caso de la especie Symbiodinium
microadriaticum, los cuales también le suministran algunos nutrientes por un
mecanismo de translocacion (Fitt y Trench, 1983).
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Estudios bioquimicos y de actividad biolégica

De las cuatro clases que pertenecen al phylum Cnidaria, las toxinas aisladas
de la clase Anthozoa han sido las mas estudiadas, especialmente las de
anémonas. De las otras tres clases que comprenden mas de 4000 spp se han
estudiado alrededor de 15 spp.

La investigacion con el veneno de scyphozoos, asi como de hidrozoos y
cubozoos (que data de hace aproximadamente 30 afics), se ha desarrollado
lentamente debido principalmente a las siguientes razones: a) algunos animales
no son muy abundantes, otros se encuentran en zonas muy aisiadas y otros solo
se pueden encontrar en épocas restringidas del afo; b) se requiere una gran
cantidad de material crudo (Burnett, 1990) y c) se conoce la dificultad en la
purificacién de las toxinas activas ya que son labiles y tienden a agregarse,
disociarse y enlazarse con otros componentes no téxicos del veneno o a las
resinas utilizadas para su purificacién (Othman y Bumnett, 1990). A esto se puede
agregar que poblaciones separadas geograficamente de la misma especie
pueden presentar variantes en los componentes toxicos del veneno (Kem, 1990).

En el intento por purificar compuestos de estos cnidarios se han utilizado
diversos métodos bioquimicos como son cromatografia en columnas de filtracién
en gel, intercambio idnico e inmunoafinidad y enfoque isoeléctrico, entre otros. Sin
embargo cada uno de ellos ha presentado problemas especificos para llegar a la
purificacién de una toxina bioactiva. Sélo se puede encontrar un antecedente en la
literatura, de una toxina citolitica purificada y parcialmente secuenciada
proveniente de un scyphozoo (Lotan et al., 1596).

Dentro de la bioactividad producida por el extracto crudo proveniente de
nematocistos de diferentes especies, podemos mencionar los siguientes
ejemplos: de Physalia physalis ha sido estudiado el blogueo reversible de las
respuestas provocadas por glutamato en neuronas del gasterdpodc Zachrysia
guanensis y del acocil Cambarus clarkii (Mas et al., 1989), la entrada de Ca®* en
varias lineas celulares (L-929, GH4C1, FRL) y células embrionarias de corazén de
pollo (Edwards y Hessinger, 2000), y la actividad hemolitica debida a una proteina
labil con un tamafo molecular de aproximadamente 240 000 Da (Bernheimer y
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Rudy, 1986). En los cubozoos, ha sido estudiada la vasoconstriccion producida en
musculo liso arte.rial por el veneno de Carybdea rastonni (Azuma et al., 1986), se
han encontrado toxinas hemoliticas para células de diferentes mamiferos en
Carybdea marsupialis (Rottini et al., 1995) y Chironex flecken (Bernheimer y Rudy,
1986 ; Calton y Burnett, 1988). De las medusas que pertenecen al grupc de
scyphozoos se han estudiado también diversas actividades bioldgicas, por
ejemplo, la despolarizacion irreversible del misculo de rana debida a un aumento
de permeabilidad a iones de Na® por el veneno de Aurelia sp (Kihara et al., 1988),
citotoxicidad y hemdlisis en Rhizostoma pulmo (Carli, et. al., 1996, Cariello et al.,
1988). El veneno de Chrysaora sp abre canales cati6bnicos permeables a Na’,
K',Cs’ y Li", en tejido neuronal de rana (Dubois et al., 1983).

De la composicion y bicactividad del veneno producido por el schyphozoo
Cassiopea xamachana, se ha descrito actividad enzimatica anticolinesterasica
debida a sustancias no peptidicas de bajo peso molecular (Karlsson et al., 1991).
Recientemente reportamos la actividad hemolitica en eritrocitos humanos inhibida
por colesterol, ganglidsidos y fosfatidilcolina, actividad de fosfolipasa A,, actividad
dermonecrética y vasopermeabilidad de diferentes fracciones de una
cromatografia de filtracion molecular. La letalidad reportada en ratones es de 1.6
mg Kg' determinada con proteina del extracto crudo de los brazos orales
(Radwan et al., 2001).
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HIPOTESIS

El veneno de los Cnidarios como la medusa Cassiopea xamachana posee
toxinas con actividad bioldgica. La base molecular de los efectos de las toxinas
reside en su interaccion con componentes de la membrana celular.

OBJETIVOS

1) Determinar la actividad bioldgica del extracto de la medusa Cassiopea
xamachana utilizando métodos electrofisiolégicos y analisis de su
capacidad hemolitica.

2) Caracterizar la actividad eléctrica provocada por las toxinas en ovocitos de
Xenopus laevis

3) Extraccion, caracterizacion quimica, y purificacion parcial de la(s) toxina(s)
bioactivas.
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METODOS



RECOLECTA

ta recolecta, identificacion y extraccion de las sustancias biolégicamente
activas producidas por animales marinos son pasos extremadamente criticos para
su investigacion. Inicialmente no se conoce la concentracion de una toxina
presente en un organismo, por lo tanto, siempre existe la incertidumbre de
cuantos individuos deben ser capturados, ésto puede ser crucial especialmente si
el area de recolecta no es accesible; ademas, en esta situacién es importante
considerar evitar la sobrrecolecta que podria resultar nociva para la poblacion de
los organismos. Por otro lado, especimenes de poblaciones separadas
geograficamente y de diferente temporada del afio, pueden poseer otras variantes
de sustancias activas (Kem, 1988a, Radwan et al., 2001). Esto implica dos
procedimientos a considerar: a) el primero representa la necesidad de capturar a
los animales en nimero suficiente para todo el estudio en una sola recolecta, o b)
analizar la actividad biolégica de organismos de la misma especie por separado
dependiendo de las diferentes zonas o época de recolecta, para poder definir
posibles variaciones.

El Mar Caribe mexicano alberga una gran diversidad de nichos ecolégicos en
los que habitan diferentes especies de invertebrados marinos del phylum Cnidaria.
La busqueda y recolecta de los organismos estudiados en este trabajo se realizd
en lagunas arrecifales y lagunas costeras del Estado de Quintana Roo utilizando
técnicas sencillas con redes de mano desde la embarcacién, y buceo libre o
auténomo dependiendo del espécimen.

Los ejemplares de Cassiopea xamachana (que sera llamada Cx) fueron
colectados en las lagunas de Bojérquez (latitud 21°31° / longitud 86°44’), Xel-ha
(20°24° / 87°18"), X'Caret (20°34' / 87°07’) y Chankanaab (20°26’ / 86° 59'; Fig.

10), en los meses de febrero, mayo, agosto y noviembre.
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Figura 10. Area de colecta de la medusa Cassiopea xamachana
Los organismos fueron colectados en ias lagunas de Bojorquez,
X'Caret, Xel-ha y Chankanaab en el Estado de Quintana Roo,
México.

La captura de los organismos fue realizada en diferentes zonas y
temporadas del afio, con la finalidad de identificar alguna posible variacién en la
composicidn de sustancias bioactivas producidas por diferencias en el habitat y
estacionalidad. Las medusas fueron mantenidas durante un maximo de 15 dias en
estanques con agua de mar, alimentandolos con Artemia salina; durante este
periodo se identificaron taxondémicamente y se hicieron observaciones de sus

habitos alimenticios.

EXTRACCION DEL VENENO

Los puntos esenciales a considerar para la obtencién de un extracto de
cnidarios son : 1) preservar la potencia de la actividad biolégica; 2) minimizar el
contenido de sales, y 3) separar a !os nematocistos de ofros componentes
celulares (Burnett, 1992).



En esta investigacion, fueron utilizadas 3 estrategias diferentes para la
preparacion de los extractos de Cx. Las estrategias fueron modificadas de
métodos previamente publicados considerando algunas necesidades especiales
al trabajar con esta medusa.

Los extractos fueron obtenidos por: a) la trituracién del tejido completo de los
brazos orales, b) la recuperacion de la secrecién mucosa que produce Cx, y ¢) la
estimulacion eléctrica facilitando asi la descarga de los nematocistos en individuos
vivos. En la estandarizacidén de estos métodos de extraccion fue importante
analizar el nimero de nematocistos presentes en las diferentes muestras y el
porcentaje de descarga. Este analisis fue realizado haciendo observaciones con
ayuda de un microscopio compuesto para identificar el tipo de nematocistos y
determinar el estado cargado o descargado de los mismos durante los tres
procedimientos que son descritos de forma breve a continuacion:

a) Trituracion del tejido completo de los brazos orales

Los brazos orales de Cx fueron triturados manualmente y se mantuvieron 24
h con agua destilada a 4°C, despues, fueron centrifugados a 1620 g durante 10
min, el precipitado se recolecté y liofilizo. Este precipitado fue observado al
microscopio y se cuantificaron los nematocistos. Estos procedimientos no
produjeron descarga importante de los nematocistos, lo cual permitié transportar
las muestras con los nematocistos sin descargar y asi preservar la potencia de la
actividad del veneno aiin contenido en las capsuias.

Con el fin de inducir la descarga de estos nematocistos, el liofilizado fue
resuspendido en agua desionizada durante 2 minutos 100 pg pl™' y centrifugado a
1932 g durante 30 min. Los parametros seleccionados de resuspension y
centrifugacion fueron los Optimos para producir un mayor porcentaje de descarga
(cuantificado por inspecciébn microscopica) en los nematocistos sin que los
dinoflagelados sufrieran alteraciones fisicas. El sobrenadante se recolectd y
centrifugé nuevamente a 11,130 g durante 15 min con el fin de disminuir las
particulas en suspension, finaimente la muestra fue filtrada (0.45 pm). Todo el
procedimiento fue realizado a 4°C.



La eficiencia del método de descarga de los nematocistos por resuspension
y centrifugacion dependié del tiempo de almacenamiento del extracto liofilizado;
se observo que conforme pasa el tiempo, el rompimiento de las capsulas es mas
dificil. Attemativamente, en muestras no frescas, previamente a la centrifugacién,
la descarga fue realizada por sonicacion (utilizando un Ultrasonic cell disrupter)
aplicando 6 pulsos, con una intensidad del aparato de 6, en periodos de 20
segundos, y esperando 10 segundos entre cada periodo.

Utilizando una estrategia similar han sido realizados diversos estudios de
extractos crudos provenientes de animales completos, tentaculos o brazos orales,
preparados por homogenizacion y centrifugacion de la muestra, utilizando
diferentes paramefros de velocidad y tiempo. Entre las especies estudiadas de
esta forma se encuentran: Chironex fleckeri (Burnett, 1992; Endean et al., 1993),
Physalia physalis (Mas et al., 1989), Carybdea rastonni (Azuma et al., 1986),
Stichodactyla helianthus (Lanio et al., 2001).

b) Secrecidn mucosa que produce la medusa.
Las Cx producen una secrecidbn mucosa cuando son sometidas a estrés o

cuando el organismo se prepara para alimentarse. La secrecion se indujo
aplicando un estimulo mecanico que consisti® en manipulacion extrema de
diferentes ejemplares de Cx, esta secrecién se recolectd y liofilizé directamente. El
liofilizado fue resuspendido durante 2 minutos en agua desionizada a 50 pg pl“'. El
procesamiento de este liofilizado para la descarga de los nematocistos se efectud
de forma similar at del procedimiento descrito en a).

El estudio de secreciones mucosas ha sido realizado principalmente en
anémonas, este tipo de extractos han demostrado contener un gran namero de
nematocistos y toxinas con significativa actividad biolégica (Garateix et al., 1995;
Migues et al., 1999, Garateix et al., 2000).

c) Estimulacién electrica

E! tercer extracto fue obtenido con la aplicacién de estimulos eléctricos a Cx
utilizando dos electrodos de carbon, el electrodo positivo se coloco en el agua y el
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negativo en el disco de los brazos orales, y fueron aplicados estimulos eléctricos
de 40-50 mA durante 1 minuto a una medusa colocada en un recipiente con 200
ml de agua desionizada (método modificando de Malpezzi et al.,, 1993). Este
procedimiento se realiz6 en 6 u B individuos en los mismos 200 ml de agua y
posteriormente el agua fue liofilizada. El liofilizado fue resuspendido durante 2
minutos en agua desionizada 10 pg pi’, se cuantificaron nematocistos y se
centrifugd a 11,130 g durante 15 min, finalmente el extracto fue filtrado (0.45um).
Todo el procedimiento fue realizado a 4°C. En este método tanto el choque
eléctrico como el osmético contribuyeron a la descarga de los nematocistos. La
intensidad y el tiempo éptimos en la aplicacion de los estimulos eléctricos para
obtener el mayor niumero de nematocistos descargados, fueron establecidos
considerando principalmente la fragilidad de la medusa. El nimero de estimulos
eléctricos aplicados a un individuo dependié de! tiempo que requiere la medusa
para comenzar a producir la secrecibn mucosa como respuesta al esirés
producido por las descargas eléctricas.

La recuperacidon del veneno después de aplicar estimulos eléctricos o
mecanicos a organismos vivos, produciendo la descarga de los nematocistos al
medio ha sido utilizado para la cubomedusa Chironex fleckeri (Hessinger, 1988;
Burnett, 1992} y en la anémona Bunodosoma caissarum (Malpezzi et al., 1993).

PURIFICACION DE LOS NEMATOCISTOS

En este estudio, con el objetivo de purificar a los nematocistos
principalmente aislandolos de tejidos y dinoflagelados simbiontes de Cx, fueron
ensayados dos procedimientos de separacion por densidad con los extractos
provenientes de los brazos orales y de la secrecion mucosa, de la forma siguiente:
a) Resuspendiendo el liofilizado de ta muestra total de Cx en agua de mar artificial
sin Ca®*-Mg® (mM) : NaCl 462, Na;SO4 7.0, KCI 10.7 y NaHCO; 2.1 pH 7.4 en
agua desionizada y por centrifugacion en gradientes discontinuos de Percoll 20,
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40, y 60 % a 600 g durante 10 min, modificando el método de Garson y cals.
(1998) descrito para aislar nematocistos que se adhieren a esponjas de mar.

b) Resuspendiendo el liofilizado de fa muestra total de Cx en agua de mar artificial
sin Ca®*-Mg?* y por centrifugacion de gradientes discontinuos de sacarosa 2, 4, 6,
y 8 % a 600 g durante 10 min.

El éxito en el aislamiento de nematocistos de los tejidos de un cnidario
depende de la fragilidad de éstos para descargar su veneno la cual es especifica
del tipo de nematocisto, de la especie y de los estimulos aplicados durante el
proceso de separacion. Debido a esto, durante los procedimientos de purificacion
de los nematocistos fueron considerados los siguientes parametros: a) cambios
osmoéticos, b) centrifugacion, c) pH, y d) la concentracion de cationes divalentes
extracelulares. Experimentos realizados con diferentes tipos de nematocistos,
sugieren que el aumento en la concentracion de Ca®* intracelular esta involucrado
en su descarga (Burnett y Calton, 1986; Thorington y Hessinger, 1986, Salleo et
al,, 1994; Mire-Thibodeaux y Watson, 1993).

La obtencién de los nematocistos separandolos de tejidos ha sido posible
también utilizando otros métodos, por ejemplo: a) por métodos mecanicos como
filtracion, en la medusa Chrysaora quinquecirrha y en la cubomedusa Carybdea
marsupialis (Burmett, 1992; Rottini et al., 1995), y b) por citometria de flujo en
Physalia physalis (Burnett et al., 1986). |

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL VENENO DE Cassiopea xamachana

Andlisis electrofisiolégico en ovocitos de Xenopus laevis

Los ovocitos de Xenopus laevis en los estadios finales de desarrollo V y Vi
(Dumont, 1972) fueron disecados de los ovarios. Para facilitar la remocion de las
cubiertas externas fueron sometidos a un tratamiento enzimatico con colagenasa
(Tipo 1 Sigma, 0.5 mg mi") a temperatura ambiente durante 30 min en una
solucién de Ringer Normal (RN) que contenia (en mM) : NaCl 115, KCI 2, CaCl,
1.8, N-[2-hidroxietil]piperazina-N acido etanosulfonico (Hepes) 5, ajustada a pH
7.0 con NaOH. Después, fueron lavados con RN, y usando pinzas finas los
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ovocitos fueron desfoliculados removiendo las capas externas que los cubren con
excepcion de la capa vitelina. Las células fueron mantenidas a 18°C en una
solucion fisiologica estéril de Barth la cual contenfa (en mM) : NaCl 88, KCI 1,
NaHCO; 2.4, Ca(NOs), 0.33, CaCl; 0.41, MgSO, 0.82, Hepes 5, pH 7.4,
agregando a la solucion 70 pgmi™ de gentamicina. Los registros electrofisiolégicos
se realizaron en un periodo de 1-5 dias después de la desfoliculacion.

Casslopea xamachana o
Xenopus

2 4

Extraccién del veneno Qvocltos

Y, A

Registros de las
S respuestas al veneno

Control de voltaje

con dos microelectrodos

Figura 11. Esquema general de la estrategia usada para determinar la actividad
electrofisiolégica del veneno de la medusa Cassiopea xamachana.
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Fue utilizada la técnica electrofisioldgica de control de voltaje con dos
microelectrodos con el objetivo de medir la comriente transmembranal producida en
el ovocito de Xenopus, como respuesta a la actividad del veneno de organismos
marinos, u otras sustancias y manipulaciones experimentales. En esta técnica
electrofisiol6gica, uno de los microelectrodos intracelulares mide continuamente el
potencial de membrana, mientras que el segundo inyecta la corriente necesaria
para controlar el potencial en un valor preseleccionado a través de un circuito de
retroalimentacion. La comiente que cruza la membrana es medida en forma
continua por un electrodo colocado en el medio extracelular (Anexo 1).

Los ovocitos de Xenopus fueron continuamente perfundidos con RN y el
veneno de Cx y ofras sustancias fueron aplicadas por perfusion en diferentes
concentraciones (Fig 11). El potencial transmembranal al que fueron controlados
fue regularmente de -60 mV, este potencial se encuentra algjado de los
potenciales de equilibrio para K*, Na*, Ca** y CF en estas células (Kusano et al.,
1982) y permite discernir mejor las corrientes de cualquier naturaleza ibnica
producidas por diferentes estimulos. La connotacidn de corriente entrante esta
definida con respecto a este potencial.

Bases idénicas de las respuestas eléctricas

L.a polaridad y la amplitud de las cormrientes idnicas dependen del potencial
transmembranal y de las especies idnicas que transportan la corriente. Para
definir la naturaleza de los iones que cruzan la membrana en las respuestas
eléctricas encontradas, fueron realizados estudios de sustitucion ionica,
conjuntamente con el analisis del comportamiento de! potencial de inversion (Ein)
para cada respuesta. La estimacion del E;,v de una corriente determinada fue
realizada de la siguiente forma:

Bajo control de voltaje, fueron aplicados al ovocito series de pulsos de 2.6 s
de duracion con varias amplitudes que llevaron al potencial de membrana desde
-140 hasta +60 mV en incrementos de 20 mV. Esta serie de pulsos fue aplicada
durante la perfusiébn con RN (corriente control) y nuevamente en el pico maximo
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de la corriente producida por el veneno u otra manicbra experimental. En el
ejemplo de la Fig. 12 A el estimulo fue la eliminacién de Ca®" extracelular. Para
cada puiso de voliaje, la comiente de membrana control fue restada a la generada
durante el pico de la comiente experimental y los valores obtenidos fueron
graficados en una curva corriente-voltaje (I/V) como la mostrada en la Fig. 12 B.

En el ejemplo, la corriente inicial (e) fue diferente a la alcanzada en el estado

estacionario (0) y proporciona curvas I/V relativamente distintas, sin embargo,
ambas medidas de corriente proporcionan un valor de E;,, idéntico.

El Eiv de una corriente es un parametro importante porque depende del tipo
y la concentracion (extracelular e intracelular) de los iones que acarrean dicha
commiente. Analizar su comportamiento en diferentes condiciones i6nicas nos
permite discemir las especies idnicas que intervienen en la respuesta. Por
ejemplo, en un canal selectivo a un solo tipo de i6n, el Ei,y es igual al potencial de
equilibrio (Eeq) para ese ion descrito por la ecuacion de Nernst:

zF [X}

Eeq= (M

Donde R es la constante de los gases (8.314 V CK"moI"), T es la temperatura
absoluta (T=273° +°C}, z es Ia carga del i6n, F es la constante de Faraday (9.648
x 104 Cmol™). [X}e vy [X]i es la concentracion del ién X extracelutar e intracelular
respectivamente. | A

Los Ei, para corrientes que fluyen a través de canales que son permeables
a mas de un tipo de i6n, por ejemplo el canal nicotinico, pueden ser predichos por
ecuaciones, como la de “campo constante” de Goldman-Hodgkin-Katz, que toma
en cuenta ademas de las concentraciones de los iones las permeabilidades para
cada uno de ellos a través del canal (Hille, 1984). Asi, el E;,, para un canal
permeble a Na” y K* esta dada por la ecuacion:
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K '
e R PRI le + B, [Na'], )

v = . .
2P p K') +R [Na'],

Donde Py y Pna comesponden a las permeabilidades de cada ion a través del
canal. En varias condiciones experimentales la ecuacion (2) es de mayor utilidad
al expresarla en téminos de la tasa de pemmeabilidades, la cual nos dice que tan

permeable es un ibn con respecto a otro, ecuacion (3).

RT ,. RIlAle
AEi = - = | 3
v = EiwA-EmwB zF n p [B]e ( )

En donde AE;,, es el cambio de potencial de inversién producido por la sustitucion
del idn A por el i6n B en el medio externo.

En el presente trabajo, los E;,, obtenidos de ia construccion de las curvas I/'V
bajo varias condiciones i6nicas fueron analizados con base en lo establecido por
las ecuaciones (1) y (3), dependiendo si se trataba de cormientes ibnicas
acarreadas por un ién o por varios. Las sustituciones idnicas en el medio
extracelular utilizadas incluyeron:

a) Baja concentracion de Na’, sustituyendo el NaCl de la solucién RN
equimolarmente por NMDG" en varias proporciones 100, 75, 50, y 25%. Ademas,
otras dos soluciones sin Na* fueron preparadas sustituyendo el NaCl en el RN por
TEA" o Tris".-

b) Alta concentracién de K', sustituyendo e! NaCl de 1a solucion de RN por KCI.

c¢) Baja concentracion de CI', sustituyendo el NaCl por Na,SO4 (57.5 mM) en el
RN, la osmolaridad de esta solucién fue ajustada agregando sacarosa.
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Control
! Experimental
[ corrienta
estationana
‘HLA
i 53

Figura 12. Relacion corriente-voltaje (I/V)

Ejemplos de registros de pulsos de voltaje aplicados desde -100 a +50 mV
incrementandose cada 20 mV en ovocitos controlados en un potencial de
membrana de -10 mV durante la perfusién de RN. A) trazos control (arriba) y
durante el pico de corriente producido aplicacion de Ringer sin Ca®. B) relacién
corriente-voltaje correspondiente a la datos experimentales de A, los circulos
rellenos muestran la relaciéon //V de la corriente inicial y los vacios la corriente en
estado estacionario. El voltaje al cual la corriente cambia de direccién (el cruce del
eje X) es definido como potencial de inversion (E..,), que en este caso es cercano
a -10 mV. (Modificado de Arellano et al., 1995).

Estudio hemolitico

El porcentaje de hemdlisis producida por el veneno de Cx fue estimado
midiendo la absorbencia a 415 nm de la hemoglobina liberada en un periodo de
tiempo determinado después de mezclar a la toxina con los eritrocitos que fueron

mantenidos en una solucidn fisiolégica.
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Se tomaron 3 ml de sangre de ovejas y de humanos adultos, ambas
muestras fueron resuspendidas en 40 ml de solucidén fisioldgica de Alsever
(conteniendo en mM: dextrosa a 120, citrato de sodio 30, NaCi 70 y acido citrico
2 (este GRimo componente actia como anticoagulante). Las muestras se
mantuvieron en hielo para su traslado y posterior calibracion.

La calibraciébn de eritrocitos se llevd a cabo de la siguiente forma: fue
estandarizada la solucion en dos valores controles de absorbencia, el primer es
obtenido cuando la suspensidn eritrocitos + Alsever tiene un valor de 0 al cual se
le asigna el 0% de hemdlisis, y el .segundo. es obtenido cuando la solucion
eritrocitos + Alsever + agua desionizada tiene un valor de 1, al cual se le asigna el
100% de hemolisis. Para obtener estos valores, los eritrocitos fueron
concentrados por centrifugacion a 1130 g, durante 5 minutos a 4°C, el paquete
celular se resuspendid en la solucién fisiolbgica de Alsever, después de 3
repeticiones, fueron recuperados y se resuspendieron al 1%. Se aforaron 50 pl de

la suspension a 1 ml con agua desionizada, y ofros 50 pul de la suspension se
aforaron a 1ml en solucion fisiolégica de Alsever. Los tubos se agitaron
ligeramente y fueron incubados a 37°C durante 30 minutos, posteriormente, se
centrifugd a 1130 g durante 5 minutos a 4°C, midiendo la absorbencia al
sobrenadante.

El bioensayo se elabord de acuerdo al método descrito por Rottini y cols.
(1990) de la forma siguiente: se agregd la muestra 2 evaluar a 50 ut de la
suspensién de eritrocitos calibrados (1%) y se llevd a un volumen final de 1 ml con
la solucion fisiolégica de Alsever. Las muestras se agitaron ligeramente y se
incubaron a 37° C, durante 30 minutos, después se centrifugé 5 minutos a 1130 g
y 4° C. Finalmente fue medida la absorbencia del sobrenadante a 415 nm, para
cada condicion experimental.

Con los datos de absorbencia del 100% y 0% como referencia al valor
minimo y maximo, fueron calculadas las curvas de porcentaje de hemodlisis
producida por las toxinas a diferentes concentraciones aplicando regresion lineal.



NATURALEZA QUIMICA DE LAS TOXINAS BIOACTIVAS

El conocimiento de la naturaleza quimica de las sustancias bioactivas
permiten disedar los protocolos experimentales para su purificacién. La mayoria
de las toxinas con actividad sobre membrana celular estudiadas en Cnidarios
presentan naturaleza peptidica con diferentes pesos moleculares, desde
pequefios péptidos hasta proteinas de mas de 200,000 Da.

Es conocido que la estructura tridimensional especifica de una proteina
resulta critica para su funcién, entonces, cuando una proteina pierde su
conformacién nativa por exposicion a un agente desestabilizante como el calor o
un detergente, éstas pierden su actividad. Por ejemplo, la ebullicibn de una
disolucion de proteina destruye una serie de interacciones quimicas débiles, como
las fuerzas de Van der Waals. Los disolventes organicos, la urea y los detergentes
actdan en principio rompiendo las interacciones hidrofobicas que forman el nicleo
estable de las proteinas. L os tratamientos en soluciones con pH extremos alteran
la carga neta de la proteina, dando lugar a la aparicion de repulsiones
electrostaticas y la destruccién de algunos enlaces de hidrégeno.

El efecto del calor es observado préacticamente en todas la proteinas
globulares independientemente de su tamafo o funcion bioldgica. La temperatura
necesaria para !a pérdida de actividad varia de proteina a proteina, y el efecto del
calor puede ocasionalmente ser reversible.

Como estudio preliminar gue permitiera mostrar evidencias de la naturaleza
quimica de las sustancias bioactivas fue estudiado el efecto del calor sobre la
toxina que presentd actividad electrofisiolégica. Para esto, fue realizado el
siguiente protocolo experimental: el veneno obtenido del extracto de los brazos
orales fue incubado durante 5 minutos a diferentes temperaturas 20, 40, 50, 80,
100 °C vy fueron realizados registros electrofisiolégicos con muestras sometidas a
cada uno de los tiempos de incubacién.

Por otro lado, se observd que el veneno de Cx incubado a 37°C perdia
actividad hemolitica y electrofisiolégica graduaimente. Ha sido analizada la
presencia de proteasas en los extractos totales de Cnidarios (Hessinger, 1988;
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Pong-prayoon et al., 1991) y la temperatura de 37°C es 6ptima para la actividad
enzimética de diversas proteinas. Con el fin de discernit si la pérdida de la
actividad fue provocada por la presencia de enzimas en el veneno crudo, se
realizo el siguiente experimento:

A 2 ml del extracto de los brazos orales se les agregé 12.5 mg de una
mezcla de inhibidores de proteasas (Compiete TM, mini Boehringer Mannheim Co.
Germany) y fueron incubados a 37°C durante 0, 1.5, 3, 6, 12 y 24 h. Fueron
realizados 6 experimentos hemoliticos y cuatro registros electrofisiologicos con
cada uno de los tiempos de incubacion aplicande diferentes concentraciones de

proteina para cada ensayo.

Cuantificacion de proteinas

Se usé el método descrito por Lowry et al. (1951) con el kit de BIO-RAD D,
Protein Assay para determinar la cantidad de proteina en el veneno crudo
proveniente de los tres métodos de extraccion.

La curva de calibracién se preparé con Albamina de suero bovino, en
concentraciones de 1, 2, 4, 8, 10, 12 y 24 g mi"'. La absorbencia se ley6é a una
longitud de onda de 750 nm.

En ocasiones se usd el métode A,g/Azee (Bollag et al., 1996). Las muestras
fueron leidas con UV a longitudes de onda de 280 y 260 nm; la concentracion de
proteina fue estimada usando la formula:

Concentracion de proteina = (1.5)Az250— (0.75)Azs0

PURIFICACION PARCIALDE LAS TOXINAS BIOACTIVAS

Los métodos bioquimicos para la purificaciéon de proteinas son diversos y
dependen principaimente de las propiedades fisicoquimicas de las moléculas,
tales como: tamario, carga, grupos ionizables, solubilidad, capacidad de adsorcion
y estabilidad de la proteina a purificar. Las proteinas pueden ser purificadas por
técnicas cémo centrifugacion, electroforésis, punto isoeléctrico y cromatografia,
entre otras.
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En la purificacion por métodos cromatograficos, las proteinas se separan
mediante procedimientos de fraccionamiento en una serie de etapas
independientes. El objetivo es eliminar selectivamente a fos demas componentes
de fa mezcla de modo que permanezca la sustancia activa de interés. La
purificacion de una proteina “nueva” esta sujeta a los precedentes bibliogréaficos y
al sentido comun (Lehninger et al., 1995).

La separacion por cromatografia depende de fa particion diferencial de las
proteinas entre una fase estacionaria (medio adsorbente) y una fase movil
(solucion amortiguadora). Este método permite separar a las proteinas por
diferentes propiedades fisicoquimicas: a) las proteinas se pueden purificar por
tamario molecular y forma, utilizando cromatografias de exclusidon molecular; b) en
las cromatografias de intercambio idnico se separan por carga neta y distribucién
de carga; c) en un cromatoenfoque es utilizado el punto isoceléctrico; d) con las
cromatografias de interaccion hidrofébica y fase reversa se pueden purificar
péptidos y proteinas por hidrofobicidad; e) las lamadas cromatografias covalentes
separan a las proteinas por el contenido de grupos tioles, y f) en las
cromatografias de afinidad las moléculas son purificadas por afinidad
bioespecifica a ligandos como inhibidores, receptores, anticuerpos, etc.

Generalmente son utilizadas dos o mas cromatografias en diferentes
condiciones para la purificacion de una proteina. Estas condiciones pueden ser
optimizadas en las soluciones amortiguadoras con [a aplicacion de diferente
fuerza idnica, pH, y aditivos como detergentes, agentes reductores y otros; asi
como con la eleccion de la composicién quimica de la fase estacionaria. Existe
una amplia diversidad de adsorbentes que permiten explorar varias propiedades
de ia proteina durante su purificacién.

En el caso de la purificacion parcial de las proteinas con actividad tanto
hemolitica como electrofisiologica del veneno de Cx fueron utilizadas diversas
estrategias principalmente cromatograficas, con los tres extractos estandarizados
en este trabajo.
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Purificacién parcial de las toxinas bioactivas a partir del extracto de los brazos

orales. |

Durante la purificacion parcial de las toxinas de Cx fueron realizados
diversos estudios preliminares utilizando diferentes tipos de amortiguadores,
columnas y resinas hasta la obtencion de parametros que permitieran la
reproducibilidad de los perfiles cromatograficos, mejor separacién y bioactividad
consistente.

De acuerdo a los parametros obtenidos de los estudios preliminares, se
prosiguié con el siguiente método de purificaciéon: en {a primera etapa, usando un
cromatografo de liquidos de alta eficiencia (HPLC) el veneno se pasé a través de
la columna de exclusién molecular Bio-Sil SEC —125 (BSS) de Bio-Rad, 600 X 7.5
mm que tiene una exclusion molecular de 5000 a 100,000 Da. Fue equilibrada y
eluida con acetato de amonio 10 mM pH 7 (calibrada con albumina de suero
bovino P.M. 66 200, Bio-Rad). Se colectaron fracciones de 1 mi a un flujo de 1mi
min’, leyéndose a 206 y 280 nm, en esta étapa se determinaron ambas
actividades a cada fraccidn obtenida y se continué purificando sdlo la fraccion con
actividad electrofisiologica ya que en los estudios preliminares sobre purificacion
de la(s) toxina hemolitica(s) de este extracto, fueron obtenidos mejores resultados
utilizando una estrategia diferente (ver Sanchez-Calder6n 2001). Segunda etapa:
la fraccion que presentd la actividad electrofisiol6gica fue inyectada nuevamente a
la misma columna en las mismas condiciones. Tercera etapa: finalmente, la tltima
fraccion se inyecté a la misma columna pero esta vez equilibrada y eluida con
amortiguador de fosfato (contiene en mM: Na;HPQ,, y NaH,PO, 50 y NaCl 150)
pH 6.8.

Fueron utilizadas columnas de DEAE-celulosa (dietilaminoetil celulosa) y
CM-sepharosa (carboximetil sepharosa) para realizar cromatografias de
intercambio anidnico y catinico respectivamente, en un cromatoégrafo de liquidos
de separacion rapida de proteinas (FPLC), equilibradas y eludias con acetato de
amonio 10 mM pH 7 con gradientes escalonados de 0.25, 0.5y 1M de NaCl.
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Purificacién parcial de las toxinas biocactivas a partir del extracto de la secrecidén

mucosa

Como primer paso, fue confimada la actividad electrofisiologica y la
hemolitica de este extracto, dada la consistente actividad electrofisiolégica, se
decidid6 por la purificacion de la proteina con esta actividad utilizando una
cromatografia de exclusiéon molecular por HPLC con la columna BSS equilibrada y
eluida con acetato de amonio 10 mM pH 7. Se colectaron fracciones de 1 ml a un
flujo de 1ml min™, leyéndose a 206 nm y 280 nm. Después de determinar la
actividad electrofisiolégica de cada una de las fracciones y realizar una
electoforésis en gel de gradiente en el cual se observd un exceso de sales en la
fraccion con actividad, con el objetivo de dializar la muestra fue realizada una
cromatografia en FPLC utilizando la columna HiTrap Desalting (HTD) que tiene
una exclusion molecular de 1000 a 5000 Da. La fraccion activa eluy6 con las sales
nuevamente, debido a este resultado, el siguiente paso fue el uso de columnas de
poliacrilamida Bio-spin P68 (BioRad) con el fin de eliminar las sales por
centrifugacién, en este ultimo paso fueron realizados tres lavados con agua
desionizada a 1530 g durante 3 min cada uno.

Purificaciéon parcial de las toxinas bioactivas a partir del extracto obtenido por

estimulacion eléctrica

Con este extracto fueron realizados dos procedimientos para purificar
parcialmente toxinas con actividad hemolitica.
a) Debido al exceso de sales que presentd esta muestra en particular, en la
primera etapa se realizaron cromatografias en FPLC con la columna HTD
equilibrada y eluida con amortiguador de bicarbonato de amonio 100 mM pH 7
con un flujo de 1 m! min™, y se colectaron fracciones de 0.5 mi que fueron
agrupadas de acuerdo a la absorbencia de 280 nm que presenté el perfil
cromatografico. A cada una de estas fracciones se les determiné tanto actividad
hemolitica como electrofisiolégica. En la segunda etapa se decidid seguir la
purificacién con la fraccion 1 la cual presentd consistentemente actividad
hemolitica, esta fraccién se corrid en la columna BSS en HPLC equilibrada y
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eluida con amortiguador de acetato de amonic 10mM pH7 con un flujo de 1ml
min” fueron colectadas fracciones de 1mi y se agruparon de acuerdo a la
absorbencia de 206 nm, finalmente, se determind actividad hemolitica a cada una
de las fracciones. La fraccion 1 obtenida en este ultimo paso se corrié
nuevamente con las mismas condiciones en columna BSS.

b) Por otro lado, proteina de la misma fraccién 1 de la columna de HTD se corrié
por {a misma columna de BSS en HPLC pero equilibrada y eluida con
amortiguador de fosfatos pH 6.8 y se midid la actividad hemolitica a cada una de

las fracciones.

Electroforesis

La técnica de electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) es un método cuantitativo, rapido y reproducible para
caracterizar y separar proteinas. El SDS enlaza las regiones hidrofébicas de una
proteina, rompe su estructura tridimensional y permite mantener a la proteina en
solucién, en su conformacion extendida. Como resultado, el complejo SDS-
proteina es proporcional al peso molecular de la proteina a la que se enlazé. Esta
técnica nos permite entre otras cosas: analizar la pureza, determinar el peso
molecular y verificar la concentracién de una proteina {(Laemelli, 1970).

Durante la purificaciébn de las toxinas bioactivas, a las fracciones con
actividad eléctrica y/o hemolitica les fue realizada electroforesis SDS-PAGE al
12, 10 o 7 % ylo de gradiente de 5 a 20% en condiciones reductoras y/o no
reductores e incluso en algunos casos con 8 M de urea. Fueron utilizados
diferentes porcentajes de poliacrilamida y condiciones reductoras, dependiendo
del nimero de proteinas y el tamafio esperado de éstas.

Se us6 tincion con plata o Coomassie para revelar los geles, fue aplicado
at gel 1 ug de proteina en los casos de tinciéon con plata y 10 pg para el caso de
Coomassie, utilizando los siguientes marcadores moleculares (Bio-rad) (PM):
Miosina 200,000; B-galactosidasa 116,200; Fosforilasa b 97,400; Albimina
66,200 y Ovoalbiimina 45,000 ; Anhidrasa carbénica 31,000 ; inhibidor de tripsina
21,500 ; lisozima 14,400 y Aprotinina 6,500. En las ocasiones que se corrieron



marcadores de alto rango estan incluidos los cinco primeros marcadores y en los

de bajo rango los seis ultimos.

DISENO EXPERIMENTAL

Basqueda y recolecta de organismos

l

Preparacion de los extractos

|

v v v

Brazos orales Secrecidon mucosa Estimulacion eléctrica

: ~ 7

Determinacion de la .
actividad hemalitica Determinacién de la
y caracterizacion de la actividad hemolitica
electrofisiolégica y electrofisiolégica
Purificacién: Purificacion: Purificacién:
1) Toxina con actividad 1) Toxina con actividad 1) Toxina con actividad
electrofisiol6gica electrofisiolégica hemolitica
a) Filtracién molecular a) Filtracion molecular a) Filtracion molecular
(HPLC) (HPLC) (FPLC)
b) Electroforesis b) Electroforesis b) Filtracién molecular
¢) Filtracién molecular (HPLC)
2) Toxina con actividad (FPLC)
hemolitica* d) Filtracién molecular
a) Intercambio idnico por centrifugacion
b) Filtracién molecular
{HPLC)
c) Filtracion molecular
(FPLC)
d) Electroforésis

Cuadro 1. Diseiio general de la estrategia seguida durante este tfrabajo de

investigacion
*Sanchez Calderdn (2001).




RESULTADOS



Nematocistos y extraccion del veneno

Los dos tipos de nematocistos presentes en los ejemplares de Cassiopea
xamachana fueron identificados, con base en parametros morfolégicos, como
euritele y holotricos isorriza descritos con anterioridad por Goldberg y Taylor, 1997
(Fig. 13).
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Figura 13. Nematocistos de Cassiopea xamachana
Nematocistos del tipo euriteles (a) y holotricos isorrizas (b). La estructura en
¢ corresponde a un dinoflagelado.

Los 25 extractos provenientes de cada recolecta exhibieron actividad
hemolitica y electrofisiolégica similares en los modelos biolégicos utilizados en
este trabajo, sugiriendo que las sustancias responsables son constantes en la
especie e independientes de cambios ambientales.

Las diferencias entre los tres métodos de la extracciéon del veneno fueron:
a) la proporcion de nematocistos vs. dinoflagelados, b) fa concentracién total de
proteina cuantificada en cada extracto, c) la potencia en la actividad hemolitica.
Todas presentaron actividad electrofisiologica (Tabla 1 y Fig. 14 A, By C).
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Figura 14. Ejemplo de las preparaciones de nematocistos de Cx obtenidos
con cada uno de los diferentes métodos de extraccion
A) brazos orales, B) Secrecién mucosa y C) estimulacion eléctrica.

El extracto proveniente de medusas estimuladas eléctricamente no
presentd contaminacion por dinoflagelados u otros tejidos del especimen, (Tabla
1; Fig. 14C) estos resultados sugieren fuertemente que el veneno obtenido de
esta preparacion es producido por la descarga de los nematocistos. También, ef
veneno proveniente de 1a estimulacién eléctrica presentd constantemente
actividad en el ensayo hemolitico y generé la respuesta electrofisiolégica
caracterizada en el ovocito de Xenopus, sugiriendo que la principal fuente de las
sustancias bioactivas son los nematocistos.

Considerando el estudio comparativo de los tres métodos de extraccion,
(Tabla 1) y principalmente por el rendimiento de proteina y el niumero de
organismos necesarios para su preparacion, ademas del contenido de sales en



cada muestra, fue seleccionado principaimente el exracto obtenido de la
trituracion de los brazos orales para realizar la caracterizacion y purificacion
parcial de las sustancias con ambas respuestas, electrofisioldgica.y hemolitica.
Sin embargo, también fue realizado un seguimiento de bioactividad con las

preparaciones proveniehtes de los otros dos métodos de extraccion.

Tabia I1. Concentracion de proteina y actividad bioldgica obtenida de los tres

diferentes métodos de extraccion

Método de T Nam. de |Peso total | Proporcién Proteina Hemdlisis Actividad
extraccién | organismos del *(n:d) total **(100%) | electrofisiolégica
extracto [ngml™] {ngmi™] [5 pgmil'}
(@
1 5 10.8 1:14 2454 128 presente
2 14 16.5 1.05 116 226 | presente
3 27 10.2 1:0 2.6 17.7 presente

*n.d = nematocistos:dinoflagelados ** Eritrocitos de oveja
Métodos de extraccion: 1) brazos orales, 2) secrecion mucosa y 3) estimulacion eléctrica.

La mejor técnica para la descarga del veneno contenido en los
nematocistos, tanto en la preparacion de los brazos orales como en la de la
secrecion mucosa, fue la aplicacion de un choque osmético resuspendiendo el
material en agua desionizada y centrifugando posteriormente. En el caso de los
brazos orales, la eficiencia de este método fue dependiente del tiempo de
almacenamiento del extracto, preparaciones con mas de un afio almacenadas fue
necesario sonicarlas para obtener mejor porcentaje de descarga (Tabla 2).

La actividad hemolitica y electrofisiologica de los extractos fue consistente
en muestras liofilizadas mantenidas por mas de un afo a temperatura de -20°C,
ya resuspendidas en agua desionizada la actividad persisti6 durante

aproximadamente un mes en promedic congeladas a -70°C.
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Tabla I11. Relacion entre nematocistos cargados y descargados

en muestras nuevas y con un afio de almacenamiento

Muestras Nematocistos Nematocistos Concentracién de
cargados (ml™) descargados (ml") | proteina (mg m™")

Nuevas 22000 270000 2.4
Recolectadas 264000 49000 1.84
un afio antes
Recolectadas 40000 293000 4.38

un aflo antes y
sonicadas

Los extractos de los brazos corales y secrecion mucosa tienden a formar
agregados en solucion; esta caracteristica dificultdé la separacion de los
nematocistos de dinoflagelados y tejidos de la medusa utilizando cualquiera de los
dos procedimientos descritos en los métodos, la centrifugacion con Percoll y
sacarosa. En algunos casos, para evitar la formacion de los agregados, fue
adicionado Triton X-100 (un detergente) o hidroxido de sodio diluidos en
diferentes concentraciones. Sin embargo, ambos reactivos provocaron la

descarga y/o ruptura de los nematocistos.

EXTRACTO DE BRAZOS ORALES

Determinacién de la actividad hemolitica

La actividad hemolitica producida por e! veneno de Cx fue dependiente de
la concentracién. Este comportamiento se presentd tanto en los eritrocitos
humanos como en los de oveja (Fig. 15) teniendo una UHsp de 6.89 pg mi™ y
55.83 ug mi™' respectivamente. Asi, el veneno de Cx fue 8.1 veces mas potente

sobre los eritrocitos de humano.
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Figura 15. Evaluacion de la actividad hemolitica

Hemolisis en eritrocitos de humano (@) y oveja (A); en 6 ensayos hemoliticos de
cada una de las siguientes concentraciones de veneno crudo: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
128 y 256 ug mt” (media t s.e.),

Determinacién y caracterizacién de la actividad electrofisioldgica inducida

por el veneno de Cx en ovocitos de Xenopus laevis.

El potencial de reposo y la resistencia de membrana de los ovocitos
(n=150, 25 ranas) usados en este estudio fue de -34 * 6 mV (media = SE)y
0.79 % 0.2 MQ respectivamente.

El veneno total de Cx gener6 en fa membrana del ovocito una mezcla
compleja de respuestas entrantes, todas asociadas con un incremento de la

conductancia en la membrana (Fig. 16 A, By C).
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B Vensno deCx

Iercarties

C Veneno de Cx
|250 nA
I 100s

Figura 16. Ejemplos tipicos de corrientes iénicas membranales generadas por el
veneno de Cx en ovocitos de Xenopus laevis

Ovocitos bajo control de voltaje a -60 mV. En éstos, asi como en los subsecuentes
registros presentados en este trabajo, el veneno { 2.5 ug ml™") y otras drogas fueron
aplicadas durante et tiempo indicado por la barra superior, ademas fueron aplicados
pulsos cortos (2 s) a -40 mV con el fin de evaluar ia conductancia de la membrana
durante la respuesta. A) fa respuesta entrante rapida producida sélo en algunos
ovocito junto con .., B) corriente oscilatoria{lcica) con Icr, ¥ C) It
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Dos de los componentes de la respuesta no se presentaron en todas las
células; uno de estos componentes fue una corriente rapida (2.2 * 0.8 s) y lisa
que se inactivd aln en presencia del veneno (63 x 57 s, Fig. 16 A); fue
observada en 15 ovocitos de 4 ranas del total de 25 ranas. El E,, de esta
corriente fue de -8.86 * 0.65 mV (Fig. 17 A) valor que difiere de los potenciales de
equilibrio dados para CI' (-20 mV), K* (-100mV) o Na* (+60 mV) en ovocitos de
Xenopus (Kusano et al., 1982). Esto Gltimo sugiridé que esta corriente es acarreada
por més de un tipo de i6n. Cuando se sustituyd el Na* de la solucidon de RN por K*
(Fig. 17 B) el E;,, fue de 6.61 + 1.14 mV. Utilizando la ecuacidn (3), la tasa Px/Pna
indicé que el K" es 3 veces mas permeable que el Na' a través del canal
involucrado. .

Tuny
3

Vimwn

-150 7% 75
1k

Figura 17. Relaciones corriente-voltaje de la respuesta rapida

Relaciones I/V en avocitos prefundidos en RN (A) y en ovocitos prefundidos en una
solucion donde el Na® fue sustituido por K* en el RN (B). Cada punto representa el
promedio de la corriente obtenida en 5 ovocitos de una rana.
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El segundo componente fue una corriente entrante y oscilatoria (Fig. 16 B)
que se generd en 34 ovocitos de 13 ranas. Esta corriente oscilatoria presentd
caracteristicas similares a la corriente de cloro dependiente de calcio intracelutar
denotada fgicay ¥ que es inducida en ovocitos de Xenopus por varios agonistas
tales como acetilcolina, angiotensina ll, cationes divalentes y un factor de suero
(Miledi et al., 1989).

Las conductancias que son dependientes del aumento en la concentracion
de Ca® intracelular pueden ser inhibidas por incubacion o inyeccién intracelular
de algtin compuesto secuestrador de Ca®*, como lo son el EGTA y el BAPTA. Con
el objetivo de establecer el papel del Ca®* intracelular durante la corriente
oscilatoria producida por el veneno de Cx, los ovocitos de Xenopus fueron
incubados durante 24 h en solucién de Barth con 10 uM de BAPTA-AM [1,2-bis(o-
aminophenoxijetano-N,N,N’,N'-tetraacetic acid]. El AM es un radical éster de
acetometil que confiere al complejo BAPTA-AM carga neutra y mejor
permmeabilidad, de esta forma puede difundir al citoplasma eficientemente. Una
caracteristica importante de los ésteres AM es la facilidad con la que son
hidrolizados por esterasas intracelulares, cuando esto sucede, el BAPTA queda
atrapado en e! interior de la célula (Tsien, 1980; Kao, 1994, Jiang et al., 1998).

Los resultados mostraron que la respuesta oscilatoria producida por el
veneno de Cx fue inhibida en los ovocitos incubados con BAPTA-AM, sugiriendo
gue la activacidén de la comiente era dependiente de la liberacion de calcio
intracelular (Fig. 18 A y C). Esto sucede también con las respuestas producidas
por agonistas como los antes mencionados, por ejemplo, un factor de suero
bovino fetal (SBF), el cual fue usado en este experimento como control positivo
(Fig. 18 By D).

El tercer componente de la respuesta al veneno fue una corriente entrante y
lisa con un curso temporal lento, a la cual ie hemos llamado I, (Fig. 16 C). I

fue generada en todos los ovocitos utilizados en este estudio.
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Figura 18. independencia de Ca® intracelular de la activacién de I,

A) ¥ B) son ejemplos de corrientes idnicas generadas por el veneno de Cx (2.5 pg
mi”) y SBF (0.1%) respectivamente en ovocitos control. En C) se muestra un
ejemplo de la /-, generada en ovocitos del mismo donador incubados con BAPTA-
AM.

La activacién de I, fue relativamente lenta, alcanzando el pico de amplitud
en aproximadamente 25.74 1+ 0.90 s Dependiendo de la amplitud de |a corriente
producida, el lavado de la respuesta con RN fue normalmente de varios minutos
(10-18 min). En general todos los ovocitos recuperaron su corriente basal después
de la aplicacién de! veneno, y la respuesta pudo ser activada varias veces en el
mismo ovocito.

La amplitud de I, fue dependiente de la concentracion del veneno (Fig. 19 A
y B, 10 ovocitos, 2 ranas). Sin embargo, fueron observadas variaciones en el pico
maximo de corriente producida entre ovocitos provenientes de diferentes ranas.
Por ejemplo, el veneno (1.25 ug mI"') en ovocitos de una rana generd Ic, con una

amplitud promedio de 1327 * 133 nA (n=5), mientras que en ovocitos de otra rana

se generaron corrientes de 302 + 87 nA (n=5).
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Figura 19. Relacién concentracién-respuesta en la generacion de I,

A) trazos superpuestos de la corriente producida por subsecuentes aplicaciones
del veneno de Cx (15 ml) a diferentes concentraciones (en pg ml™ : a=0.62, b=1.25,
¢=2.5, e=5) en un ovocito controlado a -680 mV. Los periodos de lavado entre cada
aplicacién fueron de 10 minutos. B) La [ producida por las concentraciones:
a=0.62, b=1.25, ¢=2.5 d= 3 e=5, fue normalizada con respecto a fa corriente
méxima generada por 5 ug mi”' del veneno.

Aplicaciones subsecuentes de la misma concentracion del veneno
produjéron desensibilizacion de la respuesta (Fig. 20). No se observo diferencia
en la amplitud y el curso temporal de la /., en ovocitos (n=26, 6 ranas) cargados
con BAPTA-AM, mientras que en los mismos ovocitos la corriente oscilatoria Icyca
ya sea producida por el veneno de Cx 0 suero bovino fetal fueron completamente
eliminadas, por lo que I, parecid no depender del incremeﬁto de calcio
intracelular (regresar a Fig. 18 Ay C).

veneno de Cx

Figura 20. Desensibilizacion de I,
Registros superpuestos de tres aplicaciones subsecuentes del veneno de Cx
(2.5 ug mi™) en un mismo ovocito.
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Bases ionicas de I,

Dado que I, fue la respuesta eléctrica mas consistente producida por el
veneno de la medusa en el ovocito de Xenopus sus caracteristicas
electrofisiologicas fueron estudiadas con mas detatle.

La figura 21 A muestra un ejemplo de los registros control y experimental
del protocolo de puisos utitizado para determinar el potencial de inversion (Ej.) de
Ic, y asi analizar la selectividad i6nica de los canales. El curso temporal de la
corriente durante los pulsos no present6 inactivacién, y ninguna otra dependencia
en el tiempo, por lo que todas las curvas I/V fueron construidas con el valor de
corriente generada a la mitad del pulso.

El E;n, para I, fue de -10.3 * 0.4 mV ( n=10, Fig. 21 B) valor que diﬁere,
como mencionamos anteriormente, de los potenciales de equitibrio dados para CI,
K" o Na* en ovocitos de Xenopus, sugiriendo que I, fue acarreada por mas de un
tipo de i6n. Con la finalidad de definir la participacion de los principales iones

durante I, fueron realizados los siguientes estudios de sustitucion iénica.

A B
Controt
Tex(pA)
Pr———— e — .. 4y
I Cx Vimvy
150 75
— e
100 ms

4L

Figura 21. Relacion corriente-voltaje (I/V) de I,

A) Ejemplos de registros utilizando el protocolo de pulsos de voliaje de -140 a +60 mV
(en incrementos de 20 mV) en ovocitos controlados a -60 mV. El protocolo fue
aplicado durante la perfusién de RN (trazos control) y durante el pico de corriente
producido por 5 pg mi”’ del veneno. B) la grafica muestra la ampiitud de /. en el
estado estacionario en los diferentes potenciales. Cada punto representa el promedio
de la corriente obtenida en 10 ovocitos de dos ranas.
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El NaCl de la solucion de RN fue sustituido en un 100, 75, 50 y 25 % por
NMDG-CI. La aplicacion del veneno en estas soluciones provoco la disminucion
progresiva en la amplitud de I, asi, con sustituciones crecientes de Na' por
NMDG" Ia corriente disminuyé y el E;,, fue desplazado a valores mas negativos
(Fig. 22, Tabla 3). Estos resultados sugirieron que unoc de los principales iones
fluyendo durante la corriente producida por el veneno de Cx fue Na’. Et NMDG’
parece ser impermeable a los canales de I, , sin embargo, con la sustitucién del
Na® en un 100% se observé una pequefia corriente entrante con un Ej,, de 40
mV; si la permeabilidad sélo correspondiera a K', el valor esperado del E;,, seria
cercano a -100 mV, asi que el valor obtenido experimentaimente debido a la
sustitucién sugiere la permeabilidad de algun otro i6n.

Con la sustitucion de todo el Na® de la solucién de RN por K* el E;; que se
obtuvo fue de -12.8 * 1.4 mV (n=6; Fig. 23 A) y las corrientes generadas
presentaron amplitudes similares sugiriendo que los canales de I, son también
permeables a este idn.

Con la finalidad de explorar la posible permeabilidad de CI" durante I, la
corriente fue inducida en un medio sin CI. En soluciones donde el CI fue
sustituido completamente por SO4 provocaria un desplazamiento del E;, a
valores positivos. Canales de Cl caracterizados en foliculos de Xenopus muestra
desplazamientos del E;;, hasta +50 mV en sustituciones de 95% de CI” por SO,
(Arellano et al, 1998). En nuestros resultados fue observado un ligero
desplazamiento del potencial de inversién hacia valores negativos (E,—,,v -14.03 %
0.39; Fig. 23 B), esto sugiere que el ClI' no es uno de los principales iones
acarreados por Ir.. Sin embargo, en este caso la amplitud de la corriente se redujo
pareciendo indicar que el SO, o la ausencia de CI interfirieron de alguna forma
para que se produjera una activacidn Optima de la respuesta generada por el
veneno de Cx.

Todos estos resultados estan de acuerdo con el comportamiento esperado
para un canal que es permeable principaimente a cationes y discrimina
pobremente entre Na' y K'. La tasa de permeabilidad calculada de K'/Na* fue
0.96.



De confirmarse la tasa de permeabilidad a K' de la respuesta rapida
descrita anteriormente y la de I, podria indicar que estan involucrados canales

diferentes en las respuestas.

A IexuA) B Icx(uA)
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Figura 22. Relacién 1/V de l1a respuesta de I, sustituyendo en diferentes
proporciones el Na* en la solucién RN por NMDG"

A) sustitucién det 100%, B) 75%, C) 50% y D) 25%, (A). Los circulos negros
representan las corrientes generadas en RN.

Finalmente, en la sustitucion de Na' por TEA" no fue observado un
cambio importante en el E;,,, pero la amplitud de ia cotriente parece disminuir
(Fig. 23 C). Este resultado sugieren que el TEA® permea a través del canal
aunque en menor grado que el Na' La tasa de permeabilidad TEA'/Na'
calculada utilizando la ecuacion 3 fue de 0.89
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Figura 23. Relacion corriente-voltaje de I, con diferentes sustituciones idnicas

Fueron realizadas sustituciones totales (&) en Ia solucién de RN de: A) Na" por K",
B) CI' por SO, y C) Na’ por TEA". Los circulos negros representan las comientes

generadas en RN.

Tabla IV. Potenciales de inversién de las diferentes sustituciones
iGnicas durante la activacion de I,

X/Na* % Eiv E.wen RN
{control)
NMDG* 100 -39.83+2.23 -11.20 £1.26
75 -24.32 + 1.03 -11.48 + 0.66
50 -19.66 £ 0.16 -11.95 + 1.01
25 -14.99 + 1.31 -10.59 + 0.96
K 100 -12.8 + 1.40 -11.80 + 2.25
TEA' 100 -13.03 £ 3.00 -9.80+0.30
X/CI
SO,~ 100 -14.03 + 0.39 -9.76 + 0.50
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Mecanismo de accitn involucrado en la generacion de I,

La desensibilizacion de la respuesta provocada por aplicaciones
subsecuentes de la misma concentracion del veneno fue una evidencia indirecta
de que I, quiza fuera generada por la presencia de un canal en la membrana del
ovacito. Otra evidencia indirecta la proporcioné ia desaparicion de la corriente en
ovocitos maduros con progesterona. Con respecto a este dltimo punto, se sabe
que varias respuestas nativas de la membrana del ovocito son reguladas o
eliminadas en ovocitos maduros; por ejemplo, las respuestas colinérgicas (Kusano
et al., 1982), la corriente I (Arellano et al., 1995) y varias otras (R. Miledi y R.O.
Arellano, observaciones no publicadas). Si la respuesta provocada por el veneno
de Cx dependiera solamente de la interaccion de la sustancia activa con los lipidos
de la membrana del ovocito, podria esperarse que la respuesta no fuera
modificada por la maduracion, en cambio si el veneno de Cx requiere de algon
ofro componente en !a membrana del ovocito para la generacion de I, seria de
. esperarse que pudiera ser afectada por la maduracién como lo son las otras
respuestas. Para explorar esta posibilidad fueron realizadas aplicaciones del
veneno de Cx en ovocitos control y ovocitos que fueron inducidos a madurar
aplicando 10 uM de progesterona (en RN), durante aproximadamente 5 h. Los
resuitados mostraron que los ovocitos (n=4) control respondieron al veneno con
una I de 1858 *+ 85 nA, mientras que la mayoria de los ovocitos maduros no
respondieron al veneno; soélo un ovocito maduro de un total de cuatro (misma
rana) respondié con una I, de 20 nA (Fig. 24). Asi, es claro que la respuesta
producida por el veneno de Cx en la membrana del ovocito fue regulada por la
maduracion como otras respuestas nativas, lo cual sugiere que la actividad de I,
requiere de elementos normalmente presentes en el ovocito inmaduro.

Entonces, dadas las caracteristicas de I, resultaba interesante saber si los
canales involucrados en su generacion correspondian con algunas de las
conductancias catibnicas nativas ya descritas en el ovocito de Xenopus.

Sabemos de estudios previos que existen al menos tres distintas corrientes
acarreadas principalmente por cationes en el ovocito, las cuales son generadas
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por: 1) la apertura de hemicanales de uniones comunicantes constituidos por
proteinas llamadas conexinas, de! subtipo Cx38, que generan la comiente llamada
Ic (Arellano et al,, 1995; Zhang et ai.,, 1998); 2) La aplicacidén de palitoxina que
activa una corriente catidnica sensible a ouabaina; se ha propuesto que la bomba
Na‘'/K' es activada por la toxina a través de un mecanismo que provoca que
funcione como un canal catiénico (Wang y Horisberger, 1997), y 3) la activacion
de canales mecanosensibles (Jus) (Yang y Sachs 1989). Para determinar si uno de
estos canales pudiera estar involucrado en ia generacion de I, fueron realizados

los siguientes protocolos experimentales.

A CONTROL B OVOCITO MADURO
Veneno dadl’x Vensnoc de Cx

L.l i | T [l ' l I I I l L.—.‘

lrom o

Ioe 2 min 2min

Figura 24. I, y maduracién

Los trazos son ejemplo de la I, provocada por el veneno en dos grupos de
ovocitos. El registro en condiciones control y ovocitos de la misma rana que fueron
inducidos a madurar por aplicacion de progesterona {10 pM), en donde puede
apreciarse una fuerte inhibicion de la respuesta. Los registros son ejemplos del
resultado abtenido con 4 ovocitos (2 ranas) en cada condicion.

Relacion de I, con la corriente nativa I

La corriente I es generada cuando el ovocito es expuesto a un medio
extracelular desprovisto de cationes divalentes (Arellano et al., 1995) y es debida
a la apertura de hemicanales de uniones comunicantes del subtipo Cx38 que se
encuentran presentes en la membrana del ovocito. La inyeccidn de ovocitos con
oligonucledtidos antisentido contra Cx38 elimina /- en aproximadamente 48 h
(Ebihara, 1996; Zhang et al., 1998). En este estudio, para eliminar I fueron
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inyectados ovocitos con 15 ng (2 o 3 dias antes del registro) de un oligonucledtido
antisentido contra Cx38 (antiCx38) con la secuencia 5-GCT TTA GTA ATT CCC
ATC CTG CCA TGT TTC-3' (Ebihara, 1996); también fue inyectado otro grupo de
ovocitos control con un oligonucleétido antisentido (misma concentracion) no
especifico con la secuencia 5-CTT TTG ACC GCT CAT CCC TAT AGT ATT
TGC-3'. Ambos grupes de ovocitos fueron incubados durante 48 h o mas, hasta
que los ovocitos inyectados con el antiCx38 no generaran I al ser bafiados con
una solucién de Ringer desprovista de Ca®'. Los resultados obtenidos mostraron
que los ovocitos sin /¢ si respondieron al veneno de Cx (2.5 ng mi™) produciendo
Icx de gran amplitud. Por ejemplo, en ovocitos (n=4) contro! de una rana, I, fue de
285 x 35 nA y en ovocitos inyectados con antiCx38 y que no generaron I,
respondieron al venenc con una I de 440 % 25 nA (n=4, Fig. 25). Estos
resultados indicaron que los canales de I, no correspondieron con la apertura de

hemicanales de uniones comunicantes Cx38.

Relacion de I, con la corriente generada por palitoxina.

La palitoxina es una toxina que ha sido aislada principalmente de corales
blandos del género Palythoa, y también se ha encontrado en diversos organismos
marinos como esponjas, algunos peces, poliquetos, crustaceos y otros corales
(Mebs, 1998).

La respuesta eléctrica producida por palitoxina en la membrana del ovocito de
Xenopus, presenta algunas similitudes con I, Por ejemplo, la palitoxina induce
una despolarizacion con un incremento en la permeabilidad de la membrana a
Na'y K" , actividad atribuida a canales catiénicos no selectivos (Habermann, 1989;
Wang y Horisberger, 1997). Basados en la observacion de que la ouabaina, un
inhibidor especifico de la Na,K-ATPasa, antagonisa el efecto de palitoxina, se
postuld a la bomba de Na'/K' como su blanco biolégico. De esta forma el
mecanismo propuesto para la corriente evocada por esta toxina es la activacion
de la Na'/K* ATPasa como canal catidnico (Scheiner-Bobis y Schneider, 1997:
Wang y Horisberger, 1997). Con la finalidad de conocer si la ouabaina también

era un antagonista del veneno de Cx como lo es con la palitoxina, y asi evidenciar
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alguna relacién entre ambas respuestas, a un grupo de § aovocitos le fue aplicada
ouabaina (100 uM) en RN durante 2 minutos previamente a la coaplicacion del
veneno de Cx (5 pg mi'). A otro grupo de ovocitos (n=5) control sélo le fue

aplicado el veneno {misma concentracién).

CONTROL
Ringer libre de Ca**
‘1000 nA
I S0s

ANTISENTIDO CX38

Ringer fibre de Ca?* Vensno do Cr

Iy IgnA

2 min

Figura 25. Relaciéon de I, e I¢
El registro control muestra un ejemplo tipico de la corriente cationica I activada por
la perfusién de Ringer libre de Ca**. La generacién de I fue inhibida en los ovocitos
inyectados con ei oligonucleétido antisentido de Cx38, sin embargo, los mismos
ovocitos respondieron a la aplicacion del veneno (2.5 pg mi™) generando I,
similares a las producidas en ovocitos control.

70



Los resultados mostraron que la amplitud y el curso temporal de I,
producida por la aplicacién del veneno fue similar en presencia de ouabaina (473
+ 16 nA) comparado con el grupo control (ausencia de ouabaina, 342 * 41 nA,
n=5, Fig. 26). Esto indica que I no es inhibida por ouabaina sugiriendo que su
mecanismo de accibén es diferente al postulado para la palitoxina.

Ouabalna

Veneno de Cx

o

50s

Figura 26. Coaplicacién de ouabaina y el venenode Cx -

Aplicando 5 pg mI" de veneno, I, fue generada sin diferencias con respecto a los
controles en presencia de ouabaina (100 uM). El registro es ejemplo de 6 ovocitos
(2 ranas) en cada condicién.

I ¥ su relacién con la apertura de canales mecanosensibles (MS)

Finalmente, la tercera posibilidad analizada en este trabajo fue la relacion de
I con la corriente catidnica inespecifica (/) que es generada debido a la
ape&ura de canales MS caracterizados en membrana de ovocito de Xenopus.
Estos canales sélo han podido ser activados en ovocito por medio de presién o
succinbn aplicados a la membrana en registros de canal unitario (Yang y Sachs,
1989; Yang y Sachs, 1990; Zhang y Hamill, 2000). El Gd> y otros cationes
trivalentes como La* se han usado como modutadores farmacolégicos de canales

catibnicos no selectivos, y son la herramienta mas utilizada para identificar la

71



presencia de canales MS (Yang y Sachs, 1989, Hamill y McBride, 1996; Caldwell
et al., 1998). Ademas, ha sido demostrado el bloqueo por Gd** de otras
conductancias cationicas en varios tipos celulares, incluyendo ovocito de Xenopus
(Hesheler y Schultz, 1993), por ejemplo sobre la I (Arellano et al., 1995).
Entonces, dado que ambas conductancias catiGnicas ls e I son bloqueadas
por cationes trivalentes, fueron realizados dos protocolos experimentales para
demostrar el posible bloqueo de /., por estos cationes. Primero, se genero I, con
el veneno y en el pico maximo de la corriente se aplico Gd** o La* (10, 5y 25
pM). Los resultados en este experimento mostraron que ambos, Gd* y La™

bloquearon 100% de la I, en un una concentracion de 10 piM (n=6, Fig. 27 A).

A Veneno de Cx Gd*»
10 min 900 nA
2 min
IC‘x
Tee(pA)
ar
B
Vimv)
150 75 75

Figura 27. Efecto de Gd>* sobre I,

A) I, ( 5 pg mi’ de veneno) fue bloqueada por Gd™ (10 uM), el efecto fue
completamente reversible en RN. B) Relacién corriente-voltaje del bloqueo de I,
por Gd*' (5 uM, &), comparado con I, en condiciones control {@). Los puntos son
el promedio de 5 ovocitos distintos (2 ranas) en cada condicion,
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Determinado el bloqueo de I, por Gd®" el segundo protocolo fue realizado
con la finalidad de conocer lo siguiente: 1) la dependencia al voltaje del blogueo
por Gd** sobre I, lo cual podria aportar datos de la posible relacion con los
canales MS, y 2) informacion acerca del posible sitio de union de Gd>* en el canal
de I.. Para esto, la I, fue generada con 2.5 pg mi”" de veneno y en el pico de fa
corriente se aplicé Gd>* o La®* (5 y 10 pM), en el bloqueo maximo fue empleado el
protocolo de pulsos de voltaje de -140 a +60 mV y fue construida la curva /¥
correspondiente (Fig. 27 B). Los resultados mostraron que e! efecto de bloqueo
con Gd** o La* fue independiente del voltaje (n=4) sugiriendo que e! sitio de
accion de los cationes trivalentes fue superficial al poro del canal de I, este
comportamiento fue similar al observado por Yang y Sachs (1989) para los
canales MS.

PURIFICACION PARCIAL DE LAS TOXINAS BIOACTIVAS

Los resultados en el estudio realizado para determinar la naturaleza
quimica de las sustancias con bioactividad, mostraron que la sustancia
involucrada en la respuesta electrofisioldgica fue termolabil, su actividad se perdid
incubandola durante 5 min a una temperatura de 50 °C (Fig. 28 A; n =4; 2 ranas).

Ademds, la pérdida de la actividad con la incubacién del veneno a 37°C fue
gradual desde las 2 horas, y tanto la actividad electrofisioldgica como la hemolitica
fueron perdidas completamente a las 24 h. La mezcla de inhibidores de proteasas
tuvo un efecto protector de ambas actividades, ain durante incubaciones a 37°C
por 24 h. Los inhibidores de proteasas per se no generaron ningun tipo de
actividad eléctrica o hemolitica (Fig. 28 B y C). Estos resultados sugirieron que las

sustancias bioactivas son de naturaleza proteinica.
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Actividad Hemolitica (36)

S0

150
t
o
g
R
=1
oF 1 1 . Y -
40 50 80 10 860
Temperatura (°C)
C
Veneno de Cx
—d Y 3 r———g—— a7°C, 24h
Veneno de Cx
37°C, 24h + IP
F vvv—v . |
L 1 " i 100 nA
0 10 20 ~
Incubacién a 37°C (h) 2 min

Figura 28. Naturaleza quimica de las toxinas bioactivas

A) Pérdida de la capacidad para generar /., incubando el veneno de Cx durante 5
min a diferente temperatura. B) respuesta hemolitica de eritrocitos de oveja en
presencia del veneno de Cx incubado a 37°C (@), el veneno de Cx incubado a 37°C
junto con una mezcla de inhibidores de proteasas () y solo la mezcla de
inhibidores de proteasas (W). C) El trazo superior es un ejemplo de la pérdida total
de {a actividad del veneno al ser incubado a 37 °C por 24 h. El trazo inferior
muestra el efecto protector que tuvo la mezcla de inhibidores de proteasas (IP)
sobre la pérdida totat de actividad del veneno (5 ug mi') a 37°C por 24 h.
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Extracto de los brazos orales

Purificacion parcial de la toxina que evoca a la I,

Durante la primera etapa de purificacién, fueron colectadas 35 fracciones (Fig. 28
A). Las 35 fracciones fueron evaluadas para determinar su capacidad de generar
Icx, s6lo fa fraccion obtenida en el minuto 25 (F25), presentd consistentemente la

actividad eléctrica.

A B

~
8 B

Hemdiisis (%)

Absorbencia 208 nm
g

Absorbencia 208 nm
1

1] 3 o} I
] 0 a
5 15 - = 5 15 - E-]

Tiampo (min) Tiempo (min)

Figura 29. Perfil de elucién de HPLC con la actividad electrofisiolégica y
hemolitica del extracto de brazos orales de Cx

En este y los demds perfiles de elucién por HPLC que se presentan fue usada la
columna Bio-Sil SEC-125 (600 x 7.5 mm), fueron colectadas fracciones de un mililitro
y la absorbencia fue lefda a 206 nm. En A) Las barras indican las fracciones que
activaron a la I,. En B) las barras indican las fracciones que presentaron actividad
hemolitica. Se usaron los siguientes marcadores en ambos casos: a, tiroglobulina,
(PM 670 000); b, mioglobina de caballo (PM 17 000), y ¢, vitamina B-12 (PM 1,350).

La F25 generd una corriente entrante con un Einy of -12.47 2 0.97 mV (Fig.
30 A y B). El comportamiento de esta corriente fue similar a! observado en los
mismos ovocitos al generarse la I, por el veneno total (Fig. 30 A). Con el objetivo
de determinar si la corriente inducida por F25 era también independiente de Ca®*
intracelular como lo era I¢,, un grupo de ovocitos fue cargado con BAPTA-AM (10
pM), estos ovocitos cargados con el quelante de Ca*" respondieron a F25 de
forma similar a lo observado con ovocitos control. La corriente generada presentd
un Einy of -10.77 % 0.81 mV, un valor también muy semejante al de I, que fue

inducida por el veneno crudo (Fig. 30 B). Estos resultados indicaron que F25
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contiene una sustancia capaz de evocar una respuesta muy similar a la I¢,,

generada por la sustancia proteinica presente en el extractc crudo.

A B
Tes(pA)
1.2
[
F25
=
A5 min
I [100 nA
Cx 50 S

12

Figura 30. Corriente i6nica generada por F25

A) Corriente tipica generada por la fraccién 25 (1 ug mi™') esta corriente entrante
tuvo caracteristicas similares a las de 7., B) Relacién corriente-voltaje de la
corriente evocada por F25 (5 ug mi”, A) y la de /., evocada por el veneno totat de
Cx venom (5 pg mi”, @). La respuesta generada por F25 no se afectd en ovocitos
cargados con BAPTA-AM (#). Cada punto representa la media de la corriente
producida en 5 ovocitos (2 ranas).

Con {a finalidad de conocer e! nimero de proteinas presentes en F25 y tratar
de evidenciar a ia proteina responsable de la actividad, fue realizado un gel de
electroforésis al 10% de acrilamida. El gel mostré un gran nimero de bandas
correspondientes a proteinas de diferentes pesos moleculares (Fig. 31), por lo que
no se pudo distinguir a la proteina bioactiva, como consecuencia de este
resultado, fue realizada una segunda etapa de purificacion.

En una segunda etapa de la purificacién la F25 fue procesada a través de la
columna de exclusion molecular en las mismas condiciones (Fig. 32 A);
nuevamente la fraccion 25 de esta segunda purificacién presenté en forma
consistente actividad electrofisiolégica. Con la finalidad de obtener datos de!
posible peso molecular de la toxina que genera I, la fraccion 25 obtenida de F25

{F25B) se corrié por la misma columna utilizando un amortiguador de fosfatos pH
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6.8, solucion utiizada para la calibracion de la columna con diferentes patrones

moleculares.

1 2 3 4

Figura 31. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% de extracto crudo y F25
Lineas: 1) albumina , 2) Marcadores de peso molecular. a, Miosina 200 000; b, b-
galactosidasa 116 200; c, Fosforilasa b 97 400; d, Albumina 66 200; e,
Ovoalbimina 45 000. 3) F25, 4) Extracto crudo. Tincion con plata (kit Bio-Rad).

En la cromatografia con el amortiguador de fosfatos, la F25B fue dividida
en dos picos (F1 y F3) y un valle (F2; Fig. 32 B). De acuerdo a ia calibracion de la
columna, unc de los picos (F1) se presentd en el area no retenida del
cromatograma que corresponde a tamafios moleculares mayores a 100 000 Da y
el otro pico (F3) se present6 en la zona en la cual eluyen moléculas de tamafio de
un poco mayor a 1300 Da. En este caso, ninguno de ambos picos generd I,
aplicando a los ovocitos de Xenopus concentraciones de 10 pg ml” de F1 o F3, y
5 ng ml" de F2. Este resultado sugiere que quiza sean requeridas al menos dos
entidades moleculares de diferente tamafio para generar I Sin embargo,

tampoco presentaron actividad cuando las fracciones fueron mezcladas
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nuevamente. Esto sugiere, entre otras posibilidades, que se produjo un cambio

conformacional en la toxina gue provoco la pérdida de actividad.

A B
3|- a b .3 d
03r ¥ o+ o+ 4
| F3
g R
g 2} E02-
9 g F1
2 B
8 -
i £oy
2 | 2,
1 o-
5 v 5 3 4 5 W %5 %
Tempo {min) Tiempo (min}

Figura 32. Perfiles de elucién de F25 y F25B por HPLC

En A) se muestra el cromatograma de F25, donde la columna fue equilibrada y
eluida con amortiguador de acetato de amonio 10 mM pH 7, ia barra indica la
fracciébn F25B con actividad electrofisiolégica que se tomd para el siguiente
cromatograma. B) es el perfil de elucion de F25B en la misma columna anterior
equilibrada y eluida con un amortiguador de fosfatos pH 6.8, las barras horizontales
muestran las tres fracciones obtenidas de esta purificacion. Fueron usados los
siguientes marcadores para la calibracion de la columna: a, tiroglobulina, (PM 670
000); b, ovoalbimina de polio (PM 45 000); ¢, mioglobina de caballo (PM 17 000), y
d, vitamina B-12 (PM 1,350).

Por ofro lado, Ic: no fue generada consistentemente en ninguna fraccion de

las cromatografias de intercambio idnico probadas (datos no mostrados).

Purificacién parcial de la toxina con actividad hemofitica
Fue determinada también la actividad hemolitica de las 35 fracciones
obtenidas de la primera etapa de purificacion mencionada anteriormente. La

actividad hemolitica se presentd en las fracciones correspondientes a los minutos
de elucién 15 y 31 (Fig. 29 B), estos datos sugieren la presencia de mas de una

hemolisina. La fraccion que evoca I, no presentd actividad hemolitica.
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La estrategia que ha sido exitosa para la purificacion de las toxinas
hemoliticas es diferente a la utilizada para la toxina que presenté la actividad
electrofisiologica, debido principalmente a que las proteinas hemoliticas fueron
muy estables al ser procesadas en resinas de intercambio iénico (ver Sanchez-
Calderén 2001).

Extracto de la secrecion mucosa

Purificacién parcial de la toxina con actividad electrofisiolégica

Se obtuvieron 35 fracciones de la primera cromatografia de exclusion
molecular. La actividad maxima se presenté en la fraccién 24, presentando

también actividad las fracciones, 25, 26 y 27(Fig. 33).

°[ —/\J\\).l

5 15 25 35
Tiempo (min)

Figura 33. Perfil de elucién por HPLC del veneno de Cx de la secrecién mucosa
La columna fue equilibrada y eluida con acetato de amonio 10 mM PH 7. Las
barras indican las fracciones que activaron a I.,. Se usaron ios siguientes
marcadores: a, tiroglobulina, (PM 670 000); b, mioglobina de caballo (PM 17 000) y
¢, vitamina B-12 (PM 1,350).

ESTA TESIS NO SALLE
DE LA BIBLIOTECA

79



En el gel de electroforésis realizado con la fraccion 24 se observé gran

cantidad de sales {datos no mostrados), por este motivo se traté de desalar en la

columna HTD. De tres fracciones obtenidas en la {ltima purificacion la actividad

se presentd en la fraccion tres, que correspondid también con la fraccion de

elucién de las sales como puede observarse en el grafico de conductividad (Fig.

34).
A B
[ L
G.00%0 +
Fraccion | Proteina total | Actividad (nA)
[ng/100u} | [10 ugmr
1 7 -
2 45 -
3 94 80
4 75 16

Figura 34. Perfil de elucién y actividad electrofisiolégica del fraccionamiento

de F24 del extracto de la secrecién mucosa

A) En un sistema de FPLC fue usada la columna HiTrap desalting, equilibrada y
eltida con amortiguador de bicarbonato de amonio 100 mM a pH 7, en este caso
se agruparon las fracciones con respecto a la absorbencia de 280 nm y al
contenido de sales. El perfil de linea punteada representa la conductividad de las
sales en fa muestra. B) la tabla muestra la relacién de proteina obtenida y actividad

electrofisiologica de la cuatro fracciones.

Debido a la coelucidon de sales con la proteina activa se procedié a utilizar

columnas de poliacrilamida para desalar por centrifugacion. Este procedimiento no

permitié obtener resultados satisfactorios; la concentracion de proteina medida

por el método de absorbencia (ver seccion de métodos) presente en el
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sobrenadante de los tres lavados (L) consecutivos fue la siguiente: L1= 184, L 2=
853 y L3= 349 ug ml"*. La mayor concentracién de proteina se presentd en el
segundo lavado, eluyendo nuevamente con las sales. La /, maxima que genero
la proteina (5 pg mi" ) del segundo lavado fue de 20 nA, actividad muy reducida
con respecto a ovocitos control, los cuales respondieron al veneno crudo {misma

concentracion) con I, hasta de 476 nA.

Extracto de la estimulacién eléctrica

Purificacion parcial de las foxinas con actividad hemolitica.

En la primera etapa de purificaciéon, utilizando la columna HTD, fueron
obtenidas cuatro fracciones (Fig. 35 A). Para cada una de las fracciones fue
evaluada la actividad hemolitica con 27 ug (0.5 de UHso) de proteina en eritrocitos
de oveja (Fig. 35 B). La sustancia con actividad hemolitica fue encontrada
principalimente en la fraccién 1 (F1), esta fraccion fue seleccionada para seguir
purificandola con diferentes estrategias.

En las siguientes purificaciones la actividad hemolitica fue evaluada en
eritrocitos de humano debido principalmente a la mayor sensibilidad que
presentaron estos eritrocitos a las toxinas, como fue observado en la curva
concentracién-respuesta del extracto crudo de los brazos orales.

En Ia figura 368 A se observa e! perfil cromatografico obtenido en la segunda
etapa de purificacion, a través de la columna BSS con amortiguador de acetato de
amonio. Fueron recuperadas 5 fracciones y a cada una de ellas se les determiné
actividad hemolitica con 3.4 ug ml'" que representa 0.5 UHgo de humano (Fig. 36
B). La fraccién 1 fue la que presentd mayor actividad; la sustancia activa eluyb en

la zona que corresponde a un PM mayor de 100 000.
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Figura 35. Primera etapa de purificacion del extracto de {a estimulacién eléctrica

A) Perfit de elucién del extracto obtenido por estimulacion eléctrica usando fa columna
HiTrap desalting equilibrada y eluida con amortiguador de bicarbonato de amonio 100 mM
pH 7, en un sistema de FPLC. La linea punteada muestra el perfil de conductividad de las
sales y las barras la agrupacion de las fracciones usadas para determinar la actividad
hemolitica. B) la tabla muestra la actividad hemolitica en eritrocitos de oveja de Ias
diferentes fracciones. Se utilizaron 27 pg (1/2 UH) de proteina.

Ademas, la proteina de la misma fraccion 1 obtenida con la columna HTD,
fue procesada por la misma columna de BSS en HPLC pero en este caso
equilibrada y eluida con amortiguador de fosfatos a pH 6.8, obteniéndose el perfil
cromatografico presentado en la Fig. 37 A. La actividad hemolitica de las
diferentes fracciones se puede observar en la tabla de la Fig. 37 B. En esta
purificacién fueron 2 fracciones las que exhibieron alta actividad hemolitica con
3.4 pg mi”’ (0.5 de UHso) de proteina, la fraccion 1 presentd un 100% de hemolisis
y la fraccién 3 un 94.02%; estos datos indican al menos tres cosas: 1) refuerza la
idea de la presencia de mas de una hemolisina, 2) la fuerza i6nica de este
amortiguador permite separarlas y 3) ya que ha sido reportada la estabilidad y el
aumento en la potencia de la actividad debido a altas concentraciones de sales en
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las hemolisinas de la anémona Stichodactyla helianthus (Alvarez et al., 1998), en
el caso de la hemolisinas de Cr posiblemente las sales de fosfatos de alguna

forma confieren a las toxinas mayor actividad. En este sentido es importante hacer

notar que las sales del amortiguador de fosfatos en la misma concentracion que

se encuentran en las facciones no presentaron actividad hemolitica.
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Figura 36. Segunda etapa de purificacion del extracto de la estimulacién eléctrica

A) Perfil de elucion de F1(HiTrap desaiting) obtenida del procedimiento descrito en la Fig.
55. y eluida en la columna Bio-Sil SEC 125 con amortiguador de acetato de amonic 10
mM pH7. B) la tabla muestra la actividad hemolitica de las diferentes fracciones en

eritrocitos humanos.
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Figura 37. Segunda etapa de purificacidén del extracto de la estimulacion eléctrica
utilizando alta concentracion de sales

A) Perfil de elucién de F1 (HiTrap desalting) obtenida del procedimiento descrito
en ta Fig. 35, y eluida en la columna Bio-Sil SEC 125 con amortiguador de
fosfatos pH 6.8. B) la tabla muestra la actividad hemolitica de las diferentes
fracciones en eritrocitos humanos. Fueron usados los siguientes marcadores para la
calibracién de la columna: a, tiroglobulina, (PM 670 000); b, gamaglobulina (158 000) c,
ovoalbumina de polio (PM 45 000); d, mioglobina de caballo (PM 17 000), y e, vitamina
B-12 (PM 1,350).




DISCUSION



La discusion de este trabajo de tesis esta enfocada en cinco puntos
principalmente: 1) el origen de las toxinas biocactivas, 2) el mecanismo de accién
implicado en la actividad hemolitica generada por el veneno de Cx, 3)
caracteristicas generales de [, y su posible relacion con la apertura de canales
endogenos de el ovocito de Xenopus, 4) 1a Iy, producida por el veneno de la
medusa y su mecanismo de activacién, y 5) caracteristicas quimicas de las

toxinas bioactivas.

ORIGEN DE LAS SUSTANCIAS BIOACTIVAS

La medusa Cx requiere de estrategias para la obtencion de alimento y para
defenderse, el mecanismo utilizado principaimente por cnidarios, como se ha
estudiado en anémonas y otras medusas, es el uso de toxinas contenidas en los
nematocistos. También, Cx contiene dinoflagelados simbiontes que pudieran estar
participando en {a sintesis se sustancias bioactivas, y ademas se han encontrado
toxinas en extractos de otros tejidos en medusas. Entonces las sustancias con
actividad biolégica encontradas en Cx podria tener al menos tres fuentes:

nematocistos, dinoflagelados u ofros tejidos del cuerpo.

En este trabajo fueron estandarizadas tres técnicas de extraccion para la
obtencién del veneno de la medusa Cx. El estudio bioguimico y de bioactividad en
cada uno de los extractos permitieron mostrar la presencia de diferentes

sustancias bioldgicamente activas en ellos, y discernir en forma parcial su origen.

La actividad tanto hemolitica como la generacién de I, que present6 la
preparacion obtenida estimulando eléctricamente a organismos vivos de la
medusa, apoya la posibilidad de que los nematocistos contengan a las sustancias
bioactivas. El hecho de que estas toxinas se encuentren en los nematocistos
indica que quiza estén participando en el mecanismo de caza y/o defensa de la
medusa, como se conjetura para péptidos y proteinas encontrados en venenos de
ofros organismos marinos. Esta funcion es mas clara para las toxinas hemoliticas.

Por ejemplo, Kem (1988a) sugiri6 que las toxinas liticas tienen un papel
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secundario por el cual producen sus efectos sobre la presa o el depredador,
considerando como efectos primarios a la paralisis neuromuscular, el dolor y la
inflamacion producidas por el piquete, y como efectos secundarios al rompimiento
del integumento (lisis) para la mejor penetracion del resto de las toxinas
implicadas en e! mecanismo de toxicidad, y que ademas las citolisinas quiza

participen en la digestion del alimento.

Por otra parte, para las toxinas de C(x que mostraron actividad
electrofisiolégica como activadores de canales es mas dificii enmarcarlas en el
contexto de toxinas utilizadas como medios de caza o defensa, son escasos los
estudios de toxinas que provocan despolarizacién celular descritas para cnidarios,
como es el caso del veneno de Physalis physalis (Edward y Hessinger, 2600),
Aurelia aurita (Kihara et al., 1988) y el de Chrysaora sp. (Dubouis et al., 1983). Si
bien no pueden ser descartadas como toxinas con la funcidn de caza/defensa,
también es importante considerar que las sustancias del veneno de Cx que
generaron respuestas electrofisiolégicas en el ovocito de Xenopus pudieran tener
un papel fisiolégico en el propic nematocisto. Es decir, es probable que los
nematocistos ademas de contener proteinas y péptidos necesarios para capturar
a su presa o para defenderse, requieran de otras moléculas para cumplir con
procesos fisiolégicos como lo es el propio mecanismo de descarga. Ha sido
sugerida la participacion de algunos polipéptidos y proteinas aisladas de
nematocistos de cnidarios, principalmente en hydrozoos y anémonas (Weber et
al., 1988; Hessinger, 1988) en diferentes procesos fisioloégicos de estos cnida.

La generacion de I, en el extracto obtenido por la estimutacién eléctrica
sugiere que los dinoflagelados simbiontes no estan involucrados en la sintesis de
la toxina que evoca a la corriente. Sin embargo, al comparar los perfiles
cromatograficos se observa al menos una fraccion hemolitica en un area del
cromatograma que disminuye considerablemente en el extracto de la secrecion
mucosa con respecto a! extracto obtenido a parir de los brazos orales (ver
resultados) lo cual puede indicar dos cosas: a) que los dinoflagelados si participen

en la produccién de alguna de las hemolisinas, 6 b) que al menos una de las
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hemolisinas esté siendo producida en el cuerpo del organismo, en forma similar a
lo que ocurre en las cubomedusas Chironex flackerii (Endean et al., 1993),
Carybdea rastoni (Nagai et al., 2000a) y Carybdea alata (Nagai et al., 2000b).

Esto uitimo lleva a considerar un estudio toxicolégico de sustancias
provenientes de diferentes tejidos de la medusa y ademas un analisis de las
sustancias bioactivas de un extracto de dinoflagelados. Los simbiontes de Cx, que
son de la especie Symbiodinium microadriaticum, pudieran ser separados y
cultivados como se ha hecho con ofros dinoflagelados del mismo género
(Kobayashi et al., 1988). Algunos estudios sobre Symbiodinium sp han mostrado
que contienen elementos fotosintéticos y fosfatasas acidas (Fitt y Trench, 1983).
Sin embargo, no hay evidencias de toxinas con actividad biologica de la especie
S. microadriaticum. No debe descartarse la necesidad de un estudio sistematico
de este organismo como poseedor de sustancias bioactivas ya que toxinas
aisladas de otras especies del mismo género han presentado efectos como
activadoras de la ATPasa de Ca*' (Kobayashi et al., 1988) y vasoconstrictoras
(Nakamura, 1993).

ACTIVIDAD BIOLOGICA DEL VENENO DE Cx

En este trabajo fue evaluada la actividad biol6gica del veneno de Cx en dos
distintos modelos celulares: 1) hemdlisis en eritrocitos humanos y de oveja, y 2)
actividad electrofisiologica en ovocitos de Xenopus faevis. Los resuitados de la
actividad del veneno sobre ambos modelos permitieron mostrar algunos aspectos
de la interaccion de las toxinas producidas por la medusa con componentes de ia
membrana celular.

Actividad hemolitica producida por el veneno de Cx
No cbstante que el veneno de la medusa Cx presentd la misma eficacia
hemolitica tanto en eritrocitos de humano como en los de oveja, los eritrocitos

humanos fueron mas sensibles. En estudios previos concemientes al mecanismo
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de accién de proteinas citoliticas, ha sido mostrado que este tipo de toxinas
parecen interactuar directamente con los fosfolipidos o con otras moléculas
asociadas a éstos en la membrana celular (Bernheimer y Rudy, 1986)
presentando actividad de fosfolipasa o formando poros transmembranales.
Algunas toxinas citoliticas se unen con el colesterol como blanco celufar
(Bernheimer y Avigad, 1978; Rossjohn et al., 1897) y otras tienen como aceptor a
la esfingomielina (Bereheimer, 1990).

La proporcion de los diferentes componentes lipidicos de membrana difiere
entre los eritrocitos de las diversas especies animales, por ejemplo, la membrana
de los eritrocitos de oveja, y de rumiantes en general, contienen alrededor de tres
veces mas esfingomielina que los eritrocitos humanos (Rottini et al, 1995,
lkezawa et al., 2000). Esta diferencia en la composicién de los lipidos explicaria, al
menos en parte, la mayor selectividad del veneno de Cx sobre los eritrocitos
humanos con respecto a los de oveja. Esto indirectamente sugiere que al menos
fa esfingomielina no es ef blanco de estas toxinas (o de la toxina mas abundante
en el extracto) involucrado en el mecanismo de accion responsable de la
hemoélisis. Esta hipotesis también fue directamente apoyada por los resultados del
estudio de Radwan y cols. (2001), en donde nuestro grupo encontré la actividad
de fosfolipasa A, y hemdlisis del veneno crudo inhibida por varios lipidos
(colesterol, fosfatidilcolina y gangliésidos). El estudio fue extendido a diferentes
fracciones de la medusa Cx. Los estudios mostraron que ninguna fraccion
hemolitica fue inhibida por esfingomielina.

Los resultados experimentales de este estudio, permiten postular la
presencia de mas de una hemolisina en el extracto total, esto también es
sustentado por el trabajo realizado por Sanchez-Calderén (2001) en el cual se
purific6 una de las hemolisinas con un PM de aproximadamente 57 500. Este
tamafo difiere con respecto al de las fracciones hemoliticas observadas en los
perfiles cromatograficos en este trabajo, ademas el estudio de Radwan y cols.
(2001), mencionado anteriormente, demuestra al menos dos mecanismos de
accién en diferentes fracciones del extracto de Cx, estos datos también apoya la
idea de la presencia de mas de una hemolisina.
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Puede considerarse entonces a la actividad hemolitica producida por el
extracto total de Cx, como la resultante de la suma de la bioactividad de diversas
citolisinas con diferentes mecanismos de accidén, como sucede en otros chidarios
(Lanio et al., 2001; Endean, et al., 1993). Por io tanto, esta medusa puede ser
importante como fuente de toxinas con actividad sobre lipidos y otros

componentes no proteinicos de la membrana celular.

Actividad eletrofisiolégica evocada por el veneno de Cx

Caracteristicas de /.,

En el estudio electrofisiolbgico fueron observadas tres respuestas al veneno
de Cx sobre la membrana del ovocito de Xenopus laevis. La respuesta mas
consistente fue ja activacion de una corriente que fue llamada /.. La I fue
generada en todos los ovocitos utilizados y fue caracterizada como una corriente
catibnica acarreada principalmente por iones de Na' y K'.

Los canales de I, parecen poco permeables a ClI' como se puede observar
en el ligero desplazamiento hacia potenciales negativos resultado de la sustitucién
de este anion por SO4~ en RN. Sin embargo, la disminucion de la amplitud de la
corriente en esta sustitucién sugiere una interferencia del SO4% o la necesidad de
CI" en el mecanismo involucrado en la generacién de 1a respuesta por la aplicacion
del veneno de Cx. E! sulfato pudiera provocar un impedimento estérico para el
flujo de iones que participan en la corriente; también puede considerarse para
explicar este comportamiento, que la toxina quiza presenta una mejor actividad en
presencia de iones CI' comparado con la presencia de iones de SO, esto pudiera
ser debido a la electronegatividad de cada anién, e! tamafio, o el namero de
cargas que los rodean. También la ausencia de CI puede estar afectando de
alguna forma la unién de la toxina con los componentes de membrana
involucrados en la generacion de la respuesta, o incluso la conformacién misma
de la toxina que pudiera estar siendo alterada de diferente forma por cada uno de
los aniones. Todas estas especulaciones requieren de un estudio detallado para

eiucidar el papel que pudiera estar ejerciendo el CI en la activacion de I,.
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El rango de permeabilidad de los diferentes cationes permite discutir el
tamario aproximado del poro por donde fluye ... Los resultados mostraron que el
TEA' parece ser permeable por los canales de I, en contraste al NMDG" que fue
impermeable. El tamafio de una molécula es definida por el radio de Van der
Waals de los atomos individuales y su estructura molecular (Villarroel 1987) asi, el
TEA" en forma cristalina tiene un diametro molecular de 7.1 ~ 8.8 A (Zhang et al.,
1998); esto sugiere que el tamario del poro de los canales de I, tienen al menos
un didmetro mayor al det TEA".

Mecanismo de accion de I,

Nuestras evidencias experimentales apoyan indirectamente que el
mecanismo activado por el veneno de Cx corresponde con la apertura de un canal
y no con un rompimiento no especifico de la membrana, por ejemplo; a) la
completa recuperacion de la conductancia de la membrana después de la
generacion de I b) la desensibilizacion producida sobre I, en subsecuentes
aplicaciones del veneno en el mismo ovocito; c) la ligera rectificacién de las
corrientes entrantes observada en la relacién I/V de I, d) la eliminacién de I, en
ovocitos maduros, y e) las diferencias en las amplitudes de I, en ovocitos
provenientes de distintos donadores con la misma concentracion de veneno, esto
altimo podria estar indicando qué algin componente membranal necesario para la
activacion de I, se expresa diferencialmente de donador a donador, en forma
similar a lo que sucede con las respuestas de acetilcolina de tipo muscarinico y
varias otras (Arellano y Miledi, 1993; Arellano et al., 1996).

Con estos antecedentes, fueron considerados al menos dos posibles
mecanismos de accién involucrados durante la activacidén de I, : a) la toxina del
veneno de Cx se inserta en la membrana formando un poro, mecanismo similar al
usado por algunas citolisinas (Bernheimer y Avigad, 1978; Bernheimer y Rudy
1986; Rossjohn et al., 1997), y b) el veneno de Cx requiere de componentes
proteinicos normalmente presentes en la membrana del ovocito para la activacién
de I¢.
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La pérdida de I, en ovocitos maduros in vifro, por tratamiento con
progesterona, ofrecid una evidencia importante de que el veneno de Cx requiere
de otros componentes proteinicos presentes en ia membrana del ovocito para
poder generar la respuesta. Es sabido que los ovocitos de los anfibios pueden
permanecer por afios en el estado diploteno de la profase meidtica, y la
reanudacion de la meiosis en el ovocito primario del anfibio requiere de
progesterona. in vivo, esta hormona es secretada por fas células foliculares en
respuesta a las hormonas gonadotrdpicas secretadas por la hipdfisis. Dentro de
las primeras 6 horas después de estimulacion con progesterona, se rompe la
vesicula germinal, el microvilli se retrae, el nucleolo se desintegra y los
cromosomas se contraen y migran hacia el polo animal para iniciar su division.
Este proceso es lamado maduracion del ovocito (Gitbert, 1997). Ademas de todos
tlos cambios mencionados, ha sido observado electrofisiolégicamente que en
ovocitos de Xenopus leavis maduros in vitro con progesterona, las respuestas a
diferentes neurotransmisores son fuertemente inhibidas, por ejemplo las
respuestas a acetilcolina, a catecolaminas (Kusano et al., 1982), a un factor de
suero y la respuesta debida a la remocién de Ca® extracelular llamada I¢
(Arellano et al., 1995), ademas de otras respuestas (Miledi R. y Arellano R.O.,
comunicacion personal). Para explicar este fenémeno, se postula que durante la
maduracion sucede una reorganizacién y regulacidn importante de proteinas
membranales tales como canales idnicos y receptores, con la finalidad de permitir
la insercién de nuevas proteinas involucradas en la diferenciacion (Kusano et al.,
1982). Todas las respuestas al veneno de Cx fueron también inhibidas en ovocitos
maduros, esto parece implicar la participacion de algunos componente de la
membrana que son modificados por la maduracién, y que son necesarios para la
activacion I, y de las otras dos respuestas. Estos componentes pudieran ser
proteinas de membrana, por ejemplo, aquellas que estan involucradas en la
generacion de alguna de las respuestas catidnicas nativas caracterizadas

previamente en ovocito.
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De acuerdo a las caracteristicas electrofisiolégicas de I, existen al menos
tres diferentes tipos de canales nativos que pudieran corresponder con los que
son activados durante esta corriente.

Los resultados experimentales mostraron que I, no es activada por la
apertura de hemicanales Cx38 involucrados en la generacién de /. Tampoco €l
veneno de Cx parece utilizar el mismo mecanismo que la palitoxina, a través de la
activacion de fa Na'/K’ ATPasa en una conformacién que parece comportarse
como un canai iénico (Scheiner-Bobis y Schneider, 1997, Wang y Horisberger,
1997).

Sin embargo, la activacion de los canales mecanosensibles (MS) todavia
permanece como una posibilidad. Tres evidencias apoyan la similitud entre I, e
Iys © @) Los canales MS descritos por Yang y Sachs (1989), para ovocitos de
Xenopus son catibnicos inespecificos; b) durante su caracterizacion
farmacoldgica el blogueo mas eficiente fue dado por Gd>* en concentraciones 10
uM, al igual que el efecto producido por este cation trivalente sobre I, y c) el
bloqueo por Gd> en ambas corrientes fue a través de un mecanismo
independiente del voltaje. A pesar de que es sabido que otros canales son
bloqueados por este i6n trivalente (Hescheler y Schultz 1993), por ahora el Gd**
es la herramienta mas utilizada para identificar la presencia de canales MS
(Caldwell et al., 1998). Con el fin de explorar la real participacién de los canales
MS en la generacién de la respuesta producida por el veneno de Cx, se hace
necesario el disefio de futuros experimentos enfocados a la caracterizacion
farmacolégica detallada de /... También, considerando que los canales MS han
sido caracterizados utilizando la técnica de canal unitario, la aplicacion de esta
técnica para resolver las corrientes unitarias de I, ayudaria a establecer una
mejor comparaciéon en el comportamiento y cinética de los canales involucrados
en la respuesta al veneno y la de los canales MS.

Por ofra parte, es importante mencionar que la maitotoxina una toxina de
origen marino aislada de dinoflagelados de la especie Gambierdiscus toxicus,
también genera una corriente entrante cationica (/) (Bielfeld-Ackermann, et al,,
1998), similar a I, en ovocitos de Xenopus laevis. La I, en ovocitos, es
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bloqueada por Gd** y los canales que son activados por maitotoxina no son
permeables a NMDG". También se ha observado que la maitotoxina produce un
incremento en la concentracién de Ca®' libre intracelular (Bielfeld-Ackermann, et
al., 1998; Weber, 1999; Weber et al.,, 2000), y puede llegar a generar Iy
(Bielfeld-Akermann, et al., 1998; Martinez et al., 1999). Dadas estas
caracteristicas, Bielfeld-Ackermann y cols. (1998) proponen también que los
canales activédos por maitotoxina estan relacionados con los canales MS. Todo
lo anterior parece apoyar la idea de que existen similitudes entre las respuestas
I, € Iw, provocadas por toxinas, con la corriente nativa esperada para la
apertura de canales MS del ovocito.

La posibilidad de contar con una sustancia que module 1a activacién de los
canales MS es importante ya que este tipo de canales sélo han sido activados y
caracterizados por presion o succion después de formar un sello con la pipeta de
“patch clamp” (Zhang and Hamill, 1999). No hay evidencias directas de corrientes
macroscopicas fluyendo a través de los MS activadas en ovocitos completos con
cualquier estimulo. En otros tipos celulares, los canales MS estan involucrados en
un amplio rango de respuestas, por ejemplo, a perturbaciones mecanicas
incluyendo regulacion del volumen celular, incremento de Ca®* intracelular,
proliferacion celular, expresion de genes, sintesis de DNA, activacion de
barcreceptores, actividad electrica cardiaca alterada (ver revision de Hamill y
McBride, Jr. 1996). Es interesante que en un estudio realizado en la medusa
Pelagia nocticula fue observado que la descarga de los nematocistos fue inhibida
por et Gd*, los autores de este estudio sugieren la presencia y la activacion de
canales MS en los nematocistos, lo cual permite la entrada del Ca®* necesario
para que se lleve a cabo el mecanismo de descarga de los cnida (Salleo et al.,
1994).

Considerando todo lo anterior, las toxinas que activen canales MS podrian
representar una nueva y poderosa herramienta para el estudio del significado
fisiologico de éstos, en la membrana del ovocito y otras células.
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Si el veneno de Cx no estuviera activando a los canales MS del ovocito,
aun existe la posibilidad de que el blanco de la toxina que permite la activacién de
I, sea alguna otra molécula en la membrana.

Este parece ser el caso para algunas de las respuestas provocadas por el
veneno, por ejemplo, la que involucra la generacion de Iy, La activacion de esta
respuesta evidencia la presencia de mas sustancias bioactivas de interés en el
veneno de Cx.

Icieq) evocada por el veneno de la medusa

La corriente oscilatoria caracteristica de la apertura de canaies permeables
a CI dependientes del aumento de Ca*" intracelufar fue generada por el veneno
de Cx en 34 ovocitos de los 150 estudiados; la inconsistencia de la Icyc, puede
deberse a la variabilidad bioldgica en cada donador, tal y como sucede con otras '
respuestas nativas. El sistema compieto de transduccion de sefales involucrado
en este tipo de respuesta estd compuesto de varios pasos que incluye: la
estimulacién de! receptor, activacién de fosfolipasa C via una proteina G, la
subsecuente produccién de IP;s-diacilglicerol y finalmente la fiberacién de Ca®* de
reservorios celulares, este aumento de Ca®" intracelular provoca la apertura final
de los canales permeables a CI". Algiin componente del veneno de Cx quiza esté
actuando sobre uno de los pasos en la cascada de sefializaciéon que genera Iy ¢y
Cabe mencionar que la apertura de canales de CI' por este mecanismo ha sido
observada como consecuencia de la aplicacion de diversas toxinas naturales en
el ovocito de Xenopus laevis, como son: la maitotoxina (Bielfetld-Akermann, et al.,
1998; Martinez et al., 1999}, una fraccion del veneno del ciempiés Scolopendra
sp. (Stankiewicz et al., 1999), extractos organicos de las plantas Baccharis
heterophylla, Chenopodium murale, Desrmodium grahami y Solanum rostratum,
(Rojas et al., 2001), el veneno de la medusa Cassiopea andromeda y el extracto
del hidrocoral Millepora complanata (Torres M., Rojas A., Heimer E., y Arellano
R.O., observaciones no publicadas). Farmacoldégicamente, también ha sido
observada como respuesta a cationes divalentes como Co®*, Cd®*, Mn®* y otros
(Miledi et al., 1989b, Frings et al., 2000). El sustrato de una posible relacion de los
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mecanismos entre todas las sustancias que generan Igc, s aun especulativo,
sin embargo, de existir pudiera ayudar a entender el papel fisioldgico de los
canales de ClI' dependientes de Ca®" intracelular en el ovocito inmaduro.

También, ya que los ovocitos de Xenopus actualmente son usados
frecuentemente como un sistema de expresién en el estudio de canales,
transportadores y receptores, inyectando ya sea mRNA o cDNA, el conocimiento
de las conductancias endégenas ayudan a su mejor uso como modelo, ademas
nos permiten realizar estudios sistematicos de la actividad de diferentes toxinas
sobre la membrana celular.

Finalmente, el nimero de toxinas que presentan actividad como agonistas
de receptores o activadoras de canales, estudiadas y caracterizadas, en
proporcion con las blogueadoras o antagonistas es considerablemente menor, el
veneno de Cx resulta interesante ya que posee al menos dos toxinas activadoras.
Sin embargo, ain no podemos descartar la presencia de toxinas antagonistas en
el veneno producido por esta medusa, asi como de sustancias con alguna otra
actividad biologica de interés.

PURIFICACION PARCIAL DE LAS TOXINAS BIOACTIVAS

Ei efecto protector de la mezcla de inhibidores de proteasas incubando el
veneno a 37°C durante 24 h sugiere fuertemente que las sustancias activas son
de naturaleza peptidica, ademas indica la presencia de proteasas en el extracto
de Cassiopea.

Las caracteristicas observadas en diversos estudios bioquimicos que hacen
referencia a la dificuitad para el aislamiento de toxinas peptidicas biolégicamente
activas, en extractos de medusas de la clase schyphozoa son: 1) la propiedad que
presentan las sustancias bioactivas de adherirse a las resinas utilizadas para su
purificacion, 2) la capacidad de agregarse con otros componentes no téxicos del
veneno, 3) son extremadamente labiles, pueden perder su actividad durante e!
método de purificacion, por ejemplo, durante procesos de concentracién y
congelamiento, 4) es bajo el rendimiento de las toxinas activas, lo cual implica la
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captura de un gran nimero de individuos para su estudio, y 5) la presencia de
dinoflagelados simbiontes en muchas especies (Olson et al., 1984 ; Othman y
Bumett, 1990; Bloom et al., 1998; Nagai et al., 2000a; Radwan et al., 2001). Estas
caracteristicas han provocado que Ia investigacion en cnidarios de esta clase sea
escasa y que hasta la fecha solo exista el reporte de una proteina, con actividad
de fosfolipasa tipo A;, purificada y parciaimente secuenciada de schyphozoos
(Lotan et al., 1996). Cabe mencionar que recientemente fueron descritas las
primeras secuencias completas de toxinas aisladas de medusas de la clase
cubozoa. Estas corresponden con una toxina hemolitica y otra que produce
inflamacion de Carybdea rastoni (Nagai et al., 2000a), y dos toxinas hemoliticas
mas de Carybdea alata (Nagai et al., 2000b).

Los resultados de las purificaciones parciales realizadas durante este
proyecto de investigacién sugieren que las toxinas hemoliticas producidas por Cx
también son susceptibles de ser purificadas.

Toxinas con actividad hemolitica

Las hemolisinas encontradas tanto en el extracto crudo como en ias
diferentes fracciones obtenidas de las cromatografias realizadas mostraron no ser
extrernadamente labiles, a diferencia de ofras citolisinas. Estas pueden liofilizarse
y mantenerse deshidratadas durante tiempo prolongado, son estables en resinas
de intercambio iénico, e inclusc pueden ser dializadas con agua desionizada sin
perder actividad (datos no mostrados). Debido a que es necesario un gran niamero
de organismos para obtener rendimientos suficientes de toxinas puras, puede
considerarse mantener vivos a diferentes ejemplares de Cx en un acuario y
estimularlos eléctricamente durante verias ocasiones, dandoles el tiempo
necesario de recuperacion de los nematocistos, esto significa un proceso largo,
pero también tiene la ventaja de peder minimizar el nimero de simbiontes en las
preparaciones, asi como no tener que sacrificar al organismo.

La comparacién de la actividad hemolitica de toxinas aisladas de diferentes
cnidarios se dificutta principalmente por tres motivos : 1) las condiciones de los

ensayos suelen ser diferentes; 2) los eritrocitos utilizados son de diversas
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especies animales, y 3) la determinacién de proteina también es reportada por
diferentes métodos que en muchos casos no son comparables directamente. Sin
embargo, como ejemplos de las concentraciones de toxinas con actividad
hemolitica en eritrocitos de humano aisladas de anémonas y reportadas en ng mi™?
para la UHsp son : 0.75 aislada de Entacnea quadricolor, 64 de Heteracltis
magnifica; 98 de Condylactis gigantea (Giese et al., 1996); 63.6 de Acfinia equina
(Macek, 1994) entre ofras; también, la toxina de 57.5 KDa aislada del extracto de
los brazos orales de Cx present6 100% de hemélisis con 90 ng mi™* en eritrocitos
de oveja. Nuestros resultados muestran que la proteina necesaria para obtener el
100 % y el 94 % de hemdlisis por las fracciones finales del extracto obtenido de
.fas medusas estimuladas eléctricamente (Fig. 37) fue de 3.4 pg mi”, la potencia
hemolitica de estas fracciones sugiere considerarlas como fuente de al menos dos
hemolisinas importantes para la continuacion de un estudic bioguimico y de
actividad citolitica y citotoxica.

Los pesos moleculares de las citolisinas reportadas para cnidarios en
general oscilan entre los 15 y 240 KDa. En el extracto de Cx, tanto de los brazos
orales como del obtenido por la estimulacion eléctrica fueron encontradas, de
acuerdo al tiempo de elucion observado en los perfiles cromatograficos, dos
fracciones con actividad hemolitica, una de menos de 1.3 y la otra de
aproximadamente 150 KDa. Sin embargo, aun no se puede descartar la
posibilidad de que las proteinas bioactivas se adhieran a la columna y por lo tanto
eluyan en un tiempo que no corresponde a su tamafio real, esta dOlima
caracteristica es considerada para la hemolisina de 57.5 KDa aislada de Cx
(Sanchez-Calderén, 2001). Probablemente esta toxina de 57.5 Da, esté presente
en una de las fracciones hemoliticas mencionadas anteriormente, y que se trate
de una de las bandas que se pueden observar en el gel de la Fig. 31 muy cerca

del marcador de la albimina que tiene un PM de 66 200.
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Toxina (s) con actividad electrofisiolégica

Con respecto a {a purificacidon parcial de la toxina responsable de la
activacion de I, en la primera separacion cromatografica se obtuvieron tres
diferentes fracciones con actividad biolagica, una de eflas generd a I, y dos mas
produjeron hemédlisis, indicando que los polipéptidos hemoliticos no son los
mismos que generan la actividad electrofisiologica caracterizada en este trabajo.

El péptido responsable de la actividad electrofisioldgica parece ser de un
tamafioc mas pequefic que el de 1a mioglobina (17,000 Da), sin embargo,
aparentemente la toxina se adhiri6 a ia columna o se agregé con otros
componentes no toxicos del extracto, esto Uitimo parece ser caracteristico de
toxinas de los venenos de medusas sometidos a purificacion (Olson et al., 1984 ;
Othman y Burnett, 1990; Bloom et al., 1998). La separacién del pico tnico de la
primera cromatografia de filtracibn molecular, a través de la misma columna, pero
con un amortiguador de mayor fuerza idnica (Fig. 24B) sugiri6 que la toxina
responsable de la actividad eléctrica en realidad sea un oligdmero. Por ahora no
podemos saber el verdadero tamafio de las entidades moleculares o la cantidad
de ellas que forman la toxina activa, una parece ser de mas de 100 KDa y la otra
probablemente sea pequeria, de menos de 17 KDa, sin embargo en esta dltima no
podemos descartar la posibilidad ain de que contintle adhiriéndose a {a columna.

La pérdida de la actividad electrofisiolégica en las diferentes fracciones de
la columna Bio-Sil SEC 125 equilibrada y eluida con amotiguador de fosfatos pH
8.8, Fig. 32 B), sugiri6 que se requiere de la unién original de dos o mas
moléculas para formar la toxina activa, quiza también pudiera estar implicado un
cambio conformacional provocado por las sales. Un ejemplo de toxinas que tienen
actividad como oligbmero es la taicatoxina aislada del veneno de la serpiente
Oxiuranus scutelatus scutelatus, en este caso cada subunidad que forma la toxina
tiene actividad biolégica diferente aunque la forma mas activa es con la unién no
covalente de las tres subunidades que conforman a la toxina {Possani, 1997), y se
propone que la toxina de 240 KDa aislada del hidrozoario Physalia physalis

también es un oligbmero en su forma activa (Bernheimer y Rudy, 1986).
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Probablemente la participacién de dos o mas entidades moleculares en la toxina
activa explicaria en parte una aparente inconsistencia en la actividad
electrofisiolégica de las fracciones en las diferentes columnas de intercambio
i6nico probadas. En este caso habria que suponer, por ejemplo, que uno de los
componentes del heteromero con carga diferente se quedara pegado al
intercambiador. Futuros experimentos utilizando diferentes amortiguadores y
soportes cromategraficos podrian ayudar a confirmar o negar esta hipotesis.

Por ofro lado, durante la btsqueda de la mejor estrategia para la
purificacibn de esta proteina en el extracto de [a secrecion mucosa, la cual
contenia menos sustancias provenientes de los tejidos corporales de la
Cassiopea, se pudo hacer una observacién mas, y es que la toxina activa coeluye
con las sales sugirendo la presencia de una proteina con carga que
probablemente sea positiva ya que el material del que estan hechas las particulas
de la columna (silice) contiene grupos silanol cargados negativamente, los cuales
pueden interaccionar con residuos basicos en un amortiguador con baja fuerza
ibnica y retener asi a una proteina con carga positiva.

También, parece ser que la presencia de sales interfieren con la generacion
de I, ya que la actividad disminuyé considerablemente en las fracciones con
mayor concentracion de éstas, contrariamente al estudio de Alvarez y cols. (1998)
en donde reportan una potencia de la hemdiisis, de toxinas aisladas de
anémonas, en amortiguadores con altas concentraciones de sales. Otro
tratamiento que provoco la pérdida de l1a actividad electrofisioldgica del veneno fue
el uso de solventes organicos cémo el acetonitrilo y el acido trifluoroacético que
fueron usados en un intento de utilizar columnas de fase reversa en su
purificacién.

Con respecto a la purificaciébn parcial de la toxina responsable de la
activacion de Iy, fue observado que solo el extracto de los brazos orales y el
obtenido de la secrecion mucosa presentaron esta respuesta, y ninguna fraccién
de todas las cromatografias realizadas a estos extractos fue capaz de generar a la
Icce) Esto parece indicar que las sustancias o sustancias responsables de la
activacion de esta corriente son particularmente labiles.
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La continuacion del estudio biocguimico dirigido hacia la purificacién y
secuenciacion de las toxinas con actividad hemolitica y electrofisioiogica de la
medusa Casiopea xamachana permitird realizar un trabajo sistematico para
confirmar y detallar los mecanismos de accion involucrados.

Las toxinas producidas por diferentes organismos y sus blancos bioldgicos
pueden ayudar a entender la propia fisiologia, ecologia y biologia de las especies
en estudio. E! abordaje interdisciplinario de trabajos como el expuesto aqui,
presenta ventajas que permitiran avances importantes en diferentes areas como

lo son las ciencias biomédicas y la biotecnologia.
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CONCLUSIONES



El estudio de actividad biolégica mostrd que algunas toxinas producidas por
la medusa Cassiopea xamachana tienen como blancos moleculares a

lipidos y proteinas de la membrana celular.

. Las toxinas de Cx parecen activar al menos dos proteinas
transmembranales formadoras de canales idnicos en la membrana del
ovocito de Xenopus laevis

. La respuesta mas consistente que fue la generacion de una comiente
catidnica inespecifica llamada I, parece ser provocada por {a activacion de
canales mecanosensibles o por Ia activacidn de canales catibénicos atn no
descritos en la membrana del ovocito.

. La toxina que generd a I, probablemente se trate de un oligdmero en su

forma activa.

La hemdlisis del veneno crudo de Cx es debida a la actividad por lo menos
dos hemolisinas. Y el blanco principal de estas toxinas, o de la hemolisina
mas abundante, parece ser un componente lipidico que se encuentra en
mayor proporcion en la membrana de los eritrocitos de humano comparado

con los de oveja.

El estudio bioguimico sugirié la naturaleza proteinica de las toxinas

bioactivas presentes en Cix.
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ANEXO 1

Control de voltaje

Los diferentes métodos electrofisiologicos desarrollados hasta la fecha, son
utiizados para analizar y registrar la actividad eléctrica de las células y los canales
ionicos que estadn involucrados. El desarrolio de estos métodos ha sido
consecuencia del avance en la investigacion en varias ciencias, principalmente la
biofisica y las neurociencias. Los primeros registros realizados en el siglo XiX
fueron obtenidos con grandes limitaciones tecnolégicas, sin embargo, el frabajo de
muchos grupos derivé en adelantos metodoldgicos que provocaron la generacion
de técnicas electrofisiologicas eficientes. Una de estas técnicas la cual conocemos
como control de voitaje fue desarrollada por varios grupos de investigadores,
principaimente Cole y Marmont (E.U.A., 1947-1949) y Hodgkin, Huxley y Katz
(inglaterra, 1952). Esta metodologia es el antecedente directo de ofra de las
técnicas mas exitosas del siglo pasado, la de control de voltaje en microareas
desarroliada por el grupo de Neher y Sackman {Alemania, 1982) y que permite
medir la actividad eléctrica de canales unitarios.

La técnica de control de voltaje fue utilizada en este estudio para detectar
las corrientes iénicas provocadas por el veneno de Cx. Antes de explicar el
fundamento de 1a t&cnica debemos recordar algunos de los conceptos basicos de
las propiedades eléctricas celulares.

Las propiedades eléctricas de las células son consecuencia principalmente
de su geometria y las caracteristicas de los componentes de su membrana, tales

como canales ibnicos y transportadores. En general, en toda célula existe una



diferencia de potencial eléctrico entre su interior y exterior, esto es establecido
principaimente por las caracteristicas electroquimicas de ambos medios. El
potencial transmembranal usualmente se denota V,, y es medido en voltios. El
flujo de iones a través de la membrana por unidad de tiempo es Hlamado corriente
membranal, y es medida en amperios (A) y denotada como I,

" Los canales i6nicos confieren caracteristicas a la membrana celular muy
importantes para la definicidn de sus propiedades eléctricas ya que a través de
ellos fos iones atraviesan la membrana, y proporcionan a ésta una conductancia
eléctrica. La conductancia G, medida en siemens (S), es el inverso de la
resistencia R, medida en ohms (). Asi, a resistencia infinita, la conductancia
tiende a cero. Cuando varios canales iénicos en una membrana se abren
simultaneamente, el total de conductancia de membrana es la suma de la
conductancia de los canales individuales en su estado abierto. La conductancia de
la membrana se determina midiendo 1a corriente que la atraviesa en repuesta a
una fuerza electroquimica impulsora establecida por dos factores: 1) la diferencia
de potencial eléctrico a través de la membrana, y 2) el gradiente de concentracion
ionica que se establece a ambos lados de la membrana.

Otra propiedad importante, en las caracteristicas eléctricas celulares es la
bicapa lipidica, que es impermeable a los iones y actda como un aislante
confiriendo a la membrana de capacitancia eléctrica. El grosor y el area de la
membrana hace de ésta un excelente capacitor. La capacitancia (C), medida en
faradios (F) corresponde a la habilidad de almacenar cargas (Q) a uno y otro lado

de la membrana.



Técnica de control de voltaje con dos microelectrodos

Los mayores progresos en el entendimiento del comportamiento de las
diferentes corrientes ionicas a través de canales en membranas celulares, ha sido
posible, en buena medida, por el desamollo de técnicas de contro! de voltaje (ver
Hille, 1994 y Adley y Stanfield, 1996). Este método permite analizar la corriente
ibnica debido a que: 1) mantiene el contro! espacial y temporat del potencial de
membrana, 2) elimina por lo tanto la comiente capacitiva, y 3) permite separar la
commiente iénica de interés, al poder aplicar diversas manipulaciones
experimentales incluyendo diferentes soluciones intra y extra celulares y el uso de
farmacos especificos.

A finales de los afios 40’s, Cole (1947) y Marmont (1949) desarrollaron un
método cuya finalidad era controlar e! potenciat de membrana. Esto era necesario
por la siguiente razéon: en los experimentos de control de voltaje se puede
controlar el potencial de la membrana y medir por io tanto la corriente
transmembranal requerida para mantener ese voltaje. Esto se logra con un
sistema de retroalimentacion negativa, asi por medio de un electrodo intracelular
se mide continuamente el potencial de membrana, este valor se compara con una
sefial de referencia y mediante un amplificador diferencial, se inyecta a través de
un segundo electrodo intracelular, la corriente necesaria para mantener el
potencial de membrana en el valor de referencia.

La corriente total de membrana, |, es la suma de dos componentes:

In=lion* lcm



Donde l¢, es la corriente capacitiva e liq, €s la corriente que fluye a través de los
canales.

La corriente capacitiva es proporcional al cambio de potencial de membrana
con respecto ai tiempo. Esto es, Icm = Cm dV/dt. La forma de medir directamente
la corriente ibnica en todo momento es hacer que no haya cambios en el potencial
de membrana de tal forma que dV/dt=0

La corriente en ausencia de fluctuaciones de! potencial de membrana
corresponde Unicamente a la que fluye por los canales iénicos, y es posible medir
a través de otro electrodo externo conectado a un convertidor comiente-voltaje. La
deteccion de la corriente transmembrana! en forma continua permite analizar sus
caracteristicas funcionales desde el punto de vista, de varias disciplinas, por

ejemplo, biofisico, fisioldgico o farmacolégico.

) Amplitcador
de control

0 10xy,

—0 V= gy xR

Figura. 1. Diagrama que muestra el mecanismo de retroalimentacién usado
durante la técnica de control de voltaje con dos microelectrodos

I, representa al electrodo de corriente; V, at electrodoe de voltaje. V,, es el potencial de
membrana; |, la corriente transmembranal; R, resistencia. Modificado de Adley y
Standfield, 1996.
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Abstract

In this study, we determined hemolysis activity in human and sheep erythrocytes, and characterized the electrical responses
in Xenopus oocyte membrane elicited by the venom of the jellyfish Cassiopea xamachana (Cx). The Cx venom produced
hemolysis in both species, being more potent on human red cells. The elecuophysiological study showed that the Cx venom
elicited three different responses in the oocytes. One current was generated in all the oocytes tested and corresponded with a
slow inward current {{;,) associated with an increase in membrane conductance. f;, was concentration-dependent and had a
reversal potential of —10.3 = 0.4 mV. Ionic substitution studies indicated that the conductive pathway was mainly permeable
to cations and non-selective. The oocyte membrane resistance was completely recovered after washowt of the venom, this
suggested that the effect was due to generation of a specific membrane conductance as opposed to a possible non-specific
membrane breakdown. A comparative study with three distinct native cationic channels present in the oocyte membrane (i.e. (1)
hemi-gap-junction channels, (2) mechanosensitive channels, and (3) the ouabain-sensitive channel activated by palytoxin),
showed that I;, might correspond to opening of mechanosensitive channels or to activation of an unknown cationic channel
located in the oocyte membrane. The bioactive fraction eliciting [, were peptides and was separated from twe other peptidic
hemolytic fractions by chromatography. © 2001 Elsevier Science Lid. All rights reserved.

Keywards; Cassiopen; Xenopus oocyte; lonic channels; Electrophysiology, Hemolysis

1. Introduction rash, and occasicnally within an hour, produces vomiting,

painful joinis swelling, facial edema and generalized urti-

The marine invertebrates included in the phylum
Cnidaria—jeilyfishes, sea anemones and corals—express
a wide variety of neurotoxic and cytolytic substances (Pong-
Prayoon et al., 199]; Lotan and Zlotkin, 1996). These toxic
substances are principally confined to a cytoplasmic capsules,
the nematocysts (Watson and Wood, 1988).

Cassiopea xamachana (Cx) is a jellyfish that, like all
other members of this genus, is called “the up side-down
jellyfish”. The presence of Cx has been reported in all the
oceans, and particularly at the Indo—Pacific, also around
Hawaii, and the Caribbean Sea. Its venom can cause moder-
ately painful stings in humans that commonly results in a

* Comesponding author. Tel.: +52-4-2381062; fax: +52-4-

2381062
E-mail address: arellano@calli.cnb.unam mx {R.O. Arellano).

caria (Rifkin et al., 1996).

Isolation of Cx nematocysts has proven difficult (Fiw and
Trench, 1983; Radwan et al, 2001), and has hampered
research on Cx venom. Nevertheless, smdies on its hemoly-
tic, proweclytic and phospholipase actions exist (Pong-
Prayoon et al., 1991; Radwan et al., 2001). Also, the crude
venom has been reporied to contain small nonpeptide antic-
holinesterases and muscarinic toxins (Karlsson et al., 1991).

Among the bioactivities of different jellyfishes toxins, cyto-
lysis is probably one of the most documented (Edean et al.,
1993; Bermheimer and Rudy, 1 986; Rottini et al., 1995; Lotan,
1995; Malpezzi et al., 1993). In addition, it has been reported
that some jellyfish venoms generate electrical activity in
different cell models, for example: (1) Awrelia sp venom
causes depolarization in frog muscle (Kihara et al,, 1988);
(2) Carybdea rastonii produces a calcium-dependent

0041-0101/01/% - see front matter © 2001 Elsevier Science Ltd. All rights reserved,
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contractile response in arterial smooth muscle (Azuma et al.,
1986); and (3) Chrysaora sp. WXins open cationic channels in
myelinated frog nerve fibers (Dubois et al., 1983).

The Xenopus oocytes and follicles (i.e. the oocytes
coupled to its surrounding follicular cells) are useful cellular
systems for studying ion channels and membrane receptors
in a controlled in vivo environment. These cellular models
are excellent tools in the venom research with neurotoxic
activity since they exhibit several advantages: (1) oocytes
and follicles express a variety of native ionic conductances
and membranc receptors o diverse neurotransmitters and
hormones (Kusano et al., 1982; Miledi et al., 1989; Arcliano
et al., 1996); (2) several exogenous receptors and channels
can be expressed in the membrane of the cocyte by micro-
injection of messenger RNA purified from different sources
(Miledi et al., 1989), including the nervous system; and (3)
the size of the oocytes (1-1.3 mm) permits the application
of several research methodologies on a single cell.

in the present study, we describe the biological activity of
the Cx venom in two systems by measuring: human and
sheep erythrocytes lysis and the electrical activity evoked
in Xenopus cocytes.

2. Material and methods
2.1. Venom extraction

Live adult Cassiopea xamachana were collected in
Bojérquez Lagoon, Cancun, Quintana Roo México (20°
20’ north latitude and 21° 10" east longimde) and were
prepared as follows: The oral arms of five organisms were
clipped manually, combined and centrifuged at 1620 g for
10 min at 4°C. The pellet was resuspended in distilled water,
lyophilized and stored a1t —20°C.

The nematocysts rupture was monitored optically in erder
w0 obtain their maximal discharge. The best technique for
nematocysts discharge was obtained applying an osmatic
shock by resuspending freshly lyophilized samples in deio-
nized water (1 mg 10 ul™"), this preparation was stirred for
2 min and centrifuged at 1932 g for 30 min at 4°C. The
supernatant was then centrifuged at 11130 g for 20 min at
4°C, and filtered (millipore 0.45 pm). Protein content was
measured using both the Bradford and Lowry methods
(Bradford, 1976; Lowry et al., 1951). This pool was used
to determine both, the electrical and the hemolytic venom
activities. The venom isolated and resuspended in this form,
maintained full activity when stored at —70°C for 1 month.
Samples of venom kept at —70°C gradually lost as much as
70% of their electrical activity within 1 year. Thus. the best
way to maintain full activity for several months was keeping
the lyophilized sample at —20°C.

2.2. Hemolytic assay

Hemolytic assay was performed according to the method
described previously for a bacterial cytolysin (Rottini et al.,

Toxicon - Model 4 - Ref style 2 - e RNaAeNFEl ENrEIRDERE) CF

1990), with some modifications. Briefly, the assay contained a
mixture (1 ml) of Alseven solution (containing in mM: 120
dexuose, 30 sodium citrate, 7 NaCl and 2 citric acid, adjusted
to pH 7.4) with 50 pl of 1% suspension of human or sheep
erythrocytes, and the required volume of venom sample.
Samples were incubated at 37°C for 30 min. After centrifuga-
tion (1130 g for 5 min at 4°C), the Ay of the supernatant fluid
containing the hemoglobin released from lysed erythrocytes
was measured in a spectrophotometer (Lambda Bio, Perkin
Elmer Co.). Each experiment was normalized with respect to
complete hemolysis, this was accomplished by diluting the
erythrocytes sample in deionized water instead of Alseven
buffer and adjusting the Ays to 0.9. One hemolytic unit
(HUg} was defined as the amount protein sample required to
cause 50% hemolysis.

2.3. Electrophysiological techniques

Xenapus laeviy oocytes at stages V and VI (Dumont,
1972) were dissected from the ovaries and treated with
collagenase (0.5 mg ml™ 'y at room temperature for 30 min
in normal frog Ringer (NR) solution (containing in mM: 115
NaCl, 2 KCl, 1.8 CaCly, 5 Hepes, pH 7.0). After washing
with NR, the oocytes were defolliculated (all their external
envelopes except for the vitelline layer were removed) using
fine forceps. The defolliculated oocytes were stored at 18°C
in sterile Barth's solution (containing in mM: 88 NaCl, 1
KCl, 2.4 NaHCO;, 0.33 Ca(NQ;),, 0.41 CaCl,, 0.82 MgSO,,
5 Hepes, pH 7.4, supplemented with 70 pg ml™' geatami-
cin) until their use in electrophysiological studies (Aretlano
et al., 1996). Electrical recordings were made over a period
of 1-5 days following dissection, and responses were moni-
tored with a two-clectrode voltage-clamp (Miledi, 1982)
The oocytes were continuously superfused (5 ml min™')
with NR and voltage clamped at —60 mV so as o be
away from the equilibrium potentials for K*, Na*, Ca™*
and CI™ (Kusano et al., 1982). The connotation of inward
ionic current is given with respect to this potential. Cx
venom and other drugs were applied in the superfusing
bath. To study ion selectivity, the NaCl in the NR was
substituted with equal amounts (115 mM) of NMDG-CI or
KCL The low CI- Ringer solution contained 57.5 mM
Na,;S0O; in place of NaCl and the osmolarity of this solution
was adjusted by addition of sucrose,

Lanthanum or gadolinium were added to NR from 10 mM
stock solutions. Stock solution of progesterone (10 mM)
was made in ethanol. In order to eliminate the native /¢
current (Arellano et al., 1995), an antisense oligonucleotide
for the sequence that codified for the connexin 38 {Cx38)
was prepared with the sequence 5-GCT TTA GTA ATT
CCC ATC CTG CCA TGT TTC-3', and was injected
(15 ng) into oocytes 2 or 3 days before recording (Ebihara,
1996; Zhang et al., 1998). The cocytes of this group were
compared with oocytes injected with equal amoumnt of a
control scramble antisense oligonuclectide that had the
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Fig. 1. Hemolysis and electrical responses produced by Cx venom. (A) The hemolytyc activity of Cx venom on sheep (&) and human
erythrocytes (8) was concentration-dependent. Each point is the mean = SE from six assays. The HUsg; in sheep and human erythrocytes
were of 55.9 and 6.8 pg ml™, respectively. (B) Examples of membrane ionic currents elicited by Cr venom in cocytes voltage clamped at
—60 mV, In this and subsequent records the venom (2.5 g ml~") and other drugs were applied during times indicated by bars at top, and steps
¢ —40 mV (2 &) were applied periodically to monitor membrane conductance. (a) /¢, elicited by Cx venom, (b} oscillatory current (- (Ca®* )y
and J¢,. and (c) the fast inward current elicited in some oocytes together with the typical /¢,.

sequence 5'-CTT TTG ACC GCT CAT CCC TAT AGT
ATT TGC-3'.

24. HPLC size exclusion chromatugraphy

The Cx venom was processed for HPLC using a Bio-Rad
Bio-8il SEC-125 column (600 X 7.5 mm) equilibrated and
¢luted with 10} mM ammonium acetate buffer (pH 7); flow
rate of Iml min™'; L ml fractions collected; detection,
206 nm. The fractions were lyophilized and resuspended
in deionized water and protein concentration was deter-
mined by the Lowry method.

The column was calibrated with the following molecular
weight standards: thyroglobulin (670,000); bovine gamma
globulin (158,000); albumin (66.200); chicken ovoalbumin
(44,000); horse myoglobulin (17,000); and vitamin B-12
(1350), equilibrated and eluted with phosphate buffer pH
6.8 (sodium phosphate 0.10 M and NaCl 0.15 M).

The 1.2—bis(2—aminophenoxy)'cthanc-N.N.N’.N'—tctraa—
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cetic acid tetrakis acetoxymethyl ester (BAPTA-AM) was
obtained from Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Fetal
bovine serum, progesterone, collagenase (type I), gentami-
cin, and ouabain were purchased from Sigma (St. Louis,
MO, USA) and all salts and other reagents were obtained
from J. T. Baker (Phillisburg, PA, USA) or Sigma.

3. Results
3.1. Cytolytic assay

The crude Cx venom had concentration-dependent hemo-
lytic activity. This was detected in both, human and sheep
erythrocytes (Fig. 1(A)), and had an HUg of 6.89 g ml™!
and 56 ug ml™!, respectively. Thus, the Cr venom was
approximately !0 times more lytic to human red cells,

Xenopuy oocytes treated with similar Cx venom concen-
trations were not lysed (not shown).
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Fig. 2. i, activation was independent on intracellular Ca™ increase. Example of ionic currents elicited by venom (2.5 pg m)™") or FBS (0.1%)
in contro] oocytes (A-B) and in cocytes loaded with BAPTA-AM {10 uM, 24 h, C-D). /¢, was not affected in the BAPTA-loaded oocytes,

while the oscillatory currents were completely eliminated (C and D).

3.2, Electrical activity elicited by Cx venom in Xenopus
oocyles

The resting membrane potential of the oocytes (n = 150,
25 frogs) used in this study was —34 * 6 mV (all data given
as means = SE) and had an average input resistance of
0.79 £ 0.2 M1

In oocytes. the Cx venom evoked complex inward
membrane currents associated with an increase in
membrane conductance (Fig. 1(B)). Two componenis of
the cumrent response were not elicited in all cells, one of
these was a smooth inward current that inactivated rapidly
even in the presence of the venom (63 = 5.7 s, Fig. (Bc)).
This response was abserved in L5 oocytes of four frogs from
a total of 25 frogs.

i e e GRS C ALTOPAGINATION 2 J06-02-2001 3009 CF

The second response component was an oscillatory
inward current (Fig.1(Bb)) elicited in 34 oocytes from
13 frogs from the same total of 25 frogs. This oscillatory
current presented characteristics which were very similar
to the common Ji;-(Ca’*) elicited in cocytes by several
agonist such as, acetylcholine, angiotensin II, divalent
cations and a serum facter (Miledi et al., 1989), For
example, the Cx venom-induced oscillatory current was
abolished in oocytes incubated 24 h in medium contain-
ing BAPTA-AM (10 pM). suggesting that the current
activation was dependent on intuacellular calcium release
(Fig. 2).

The third component of the venom response was
elicited in all the oocytes tested and was commonly the
largest current activated. This corresponded to a slow and
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Fig. 3. Concentration-response and current-vollage relationships. (A) Examples of membrane ionic currents elicited in an oocyte held at
—60 mV. Superimposed traces are the membrane current elicited by subsequent applications of Cx venom (15 ml) at different concentrations
(in ng ml™ a=062, b=1.25 =25, d=3, ¢=5) in 4 single oocyte with washing periods of 10 min. (B} Concentration-response
relationship for /¢, oblained in six oocytes (two frogs). /¢, obtained in each concentration were normalized with respect to the maximal current
generated by § wg mi™" of the Cx venom. {C} Traces are examples of subsequent Cx venom (2.5 pg m1™") applications in a single nocyte
producing desensitization of the response. (D) Superimposed traces are examples of voltage steps, from — 140 to +60 in increases of 20 mV
applicd to an oocyte held at =60 mV during superfusion with NR (control traces) and during the peak elicited by 5 ng mE™! of Cx venom. (E)

Current-voltage relationship of I;,. Each point represents the average of the current oblained in 10 oocytes from two frogs.

smooth inward cument, denoted here as Ic,. The activa-
tion of Jr, was concentration-dependent (Fig. 3(A) and
(B), six oocyte from two frogs), but the average current
amplitudes were variable between oocytes from different
frogs. For example, the venom (1.25 pgml™") in oocytes
(n=75) from one frog generated f, of 1327 £ 133 nA,
while venom from the same extraction elicited in ococytes
(n=15) from another frog currents of 302 = 87 nA. The
Ie, tecovered slowly, normally several minutes after the
venom was washed-out. Also, subsequent venom applica-
tions in the same oocyte produced desensitization of the
response (Fig. 3(C)).

In oocytes {28 from six frogs) incubated 24 h with
BAPTA-AM (10 pM) the [, amplitude and its time-course
were not affected, while the oscillatory current in the same
oocytes evoked by the Cx venom or serom were completely
eliminated, this result strongly suggested that [, was not
dependent on intracellular Ca** increase.

Toxicon - Mode! 4 - Ref style 2 - e eNF
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3.3. lonic basis of I¢,

Given that /;, was the more consistent response elicited
by the venom we studied in detail the electrophysiological
charactenstics of this current.

Further experiments were performed in order to evaluated
the ionic basis of /¢, and to establish a possible relationship
with previously described ionic channels in the native
oocyte (see below). For this, ococytes were clamped at
—60 mV, and a series of voltage steps (2.6 5} from — 140
o +60 mV were applied during superfusion with NR
(control current) or at the /r, peak. For each voltage step,
the control membrane currents were substracted from those
obtained during /., peak, and these values were plotted as in
Fig. 3(E).

The I, had a reversal potential (E,,,) of —10.3 + 0.4 mV
(n = 10, Fig. 3(E}). This value differs from the equilibrivm
potentials for CI™ (=20 mV), K' (—100 mV) or Na'
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Fig. 4. Ionic basis of [f,. Oocytes were superfused with sclutions containing different concentrations of the principal ions in Ringer solution and
the current-voltage relations were constmcted applying a series of voltage steps before and during the I, peak. ¢, was generated in NRE (@) or
in one of following solutions, (A) substitution of 100% Na* by NMDG* (O) or 50% (&), and {B) substitution of all Na* by K (&).

(+60 mV) in Xenopus oocytes (Kusano et al., 1982),
suggesting that the I, channels were permeable to more
than a single type of ion.

lon substitution studies were performed in order to know
the participation of the principal ions during I¢,. Replace-
ment of 100, 50, 75 and 25% NaCl in the NR by N-methyl-
D-glucamine gave Eg.,'s of —39.83 223 mV (n=6),
—24322 103 mV (n=06), —19.66 x0.16 mV (n=06),
and —14.99 £ 1.31 mV (n=6), respectively (Fig. 4(A)).
As I, was reduced throughout the voltage range studied,
this effect was stonger on the inward currents suggesting
that Na* is a main current carrier in the response. Substinit-
ing all Na* by K' slighly shifted the E,, to
—12.8 £ 1.4 mV, six oocytes (Fig. 4(B)) suggesting that
I, channels were also permeable to K*. Finally, I, elicited
in Cl™ free medium had an E,,, —14.03 = 0.39 {not shown).

All these results are in agreement with the behavior
expected of a channel that is permeable mainly to cations
and discriminates poorly between Na® and K*.

3.4. Action mechanism involved in I, generation.

Given that [, was driven through a cationic permeable
pathway, we were interested in determining whether or not
the channels involved corresponded with any native cationic
conductance previously characterized in Xenopus oocytes.
Indirect evidence indicated that I, might be generated by
apening of an oocyte native channel. For example, one fact
supporing this idea was obtained in experiments in which a
group of oocytes were induced to mature by incubation with
progesterone (10 uM, approximately 5 h). It is known that
several native responses of the oocyte are down regulated or
eliminated in maturated oocytes. The cholinergic responses
(Kusano et al., 1982), the f¢ current (Arellano et al., 1995,
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see below), and several other native electrical responses are
completely eliminated in mature oocytes (Miledi, R. and
Arellano, R.O., unpublished observations). The [, was
almost completely eliminated in  maturated oocytes
(Fig. 5(B)). Experiments made in cells from a particular
donor showed that control ococytes (n =4) responded to
venom with robust f;, of 1838 = 85 nA while in maturated
oocytes from the same frog only one from four cocytes
responded with an [, of 20 nA. Thus, the electrical response
produced by the Cx venom in the oocyte membrane is regu-
lated by maturation as likewise several other native
responses.

Previous studies have shown that oocyte membrane is
endowed with at least three distinct native cationic currents
which are generated by: (1) the opening of hemi-gap-junc-
tion channels (Cx38) that generates the current named /¢
(Arellano et al., 1995; Zhang et al., 1998); (2) palytoxin
application that activates an inward ouabain-sensitive
current (Wang and Horisberger, 1997); and (3) the activa-
tion of mechanosensitive channels (fys) (Yang and Sachs,
1989). To determine if one of these channels is involved in
the [g,generation, the following experiments were
performed.

(1) The I native current is generated when the oocytes
are exposed to medium deprived of divalent cations
(Arellano et al., 1993), and is due to the opening of Cx38
hemi-gap-junction channels commonly present in the
membrane of the oocyte. The injection of Cx38 antisense
oligonucleotide into the oocytes eliminates e in approxi-
mately 48 h (Ebihara, 1996; Zhang et al., 1998). Therefore,
we injected oocytes with an oligonucleotide antisense to
Cx38 and incubated for >48 h until [, vanished, as
evidenced by perfusing the oocytes with Ca’*-free Ringer
solution. These injected-oocytes not generating fc, still
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Fig. 5. f¢,. relation with /¢, and its regulation during oocyte maturation. (A) Native cationic current /¢ activated by superfusion of Ca™- free
Ringer solution in control oocyles. fc was abelished in cocytes injected with a Cx38 antisense oligonucleotide. The oocytes deprived of /¢ in
this way still responded generating robust f¢, (2.5 pg ml™). (B) 1c,(2.5 ug ml~") in a controt pocyte and in an oocyte which was induced to
mature by progesterone {10 uM) treatment. Traces are examples of results obtained in four cocytes for each group.

responded to the venom (2.5 pg ml“') evoking robust f,.
For example, in control oocytes {n =4) from one frog
(either non-injected or injected with a scramble oligo) fr,
was of 285+ 35nA and oocytes without [y (antisense
Cx38-injected) generated Ir, of 440 = 25 nA (n =4, Fig.
5(A)). This result indicated that a J, channe! did not corre-
spond to opening of Cx38 hemi-gap-junction channels. (2)
Palytoxin (a toxin from a soft coral of the genus Palythoa)
evoked an unspecific cationic conductance in the oocyte
membrane which is blocked by ouabain (Wang and Horis-
berger, 1997). Again, I.elicited by 5 pg ml™' venom did
not produce differences in the presence of ouabain 100 WM
(473 = 16 nA, n =15) compared with a control group in the
absence of ouabain (342 :* 41 nA, n=3). Finaly, (3)
because both Iy ad /¢ are blocked by lanthanides, the possi-
bility that these polycations might block /¢, was tested. For
these studies, the [, was elicited by Cx venom
(2.5 pg ml~*) and then Gd'* or La’* (10 uM) were applied
at its maximum peak. Both, Gd** and La®* blocked 100%
Ie, (n=6, Fig. 6(A)). The inhibition effect with Gd*’
{5 pM) was voltage-independent (n =4, Fig. 6(B)). The
later result suggested that the site for Gd** actions did net
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strongly sense the transmembranal potential, and that the
blockage binding site was not within the pore of the [,
channel. However, it is still not possible to completely
rule out that the Gd** binding site was at a superficial loca-
tion of the pore and not sense the ransmembranal patential.

3.5. Partial purification

The Cx venom lost its hemolytic activity when it was
incubated at 37°C for 2 to 12h, but the activity was
preserved when the venom was incubated up to 24 h
together with a cockuil of protease inhibitors (complete
TM, mini Boehringer Mannheim Co. Germany) in six
hemaolytic experiments (Fig. 7(A)). Likewise, the electrical
activity was lost pradually with the incubation at 37°C in the
absence of protease inhibitors, but preserved when the inhi-
bitors were present (10 oocytes from four frogs). The
protease inhibitors used did not generated hemolytic or elec-
trical activity by themselves. These observations suggested
that the active substances were proteinaceous (Fig. 7(B)).

Thirty five fractions were collected from the HPLC chro-
matography (Fig. 8(A)), and the peak obtained at 25 min
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Fig. 6. Blocking effect of /g, by Gd*. (A) I, (5 wg ml™" of venom) was blocked by Gd** (10 uM). the effect was completely reversible. (B)
Current-voltage relation of /¢, blocking effect by Gd** (5 pM. &), compared with /g, in control conditions (®). Points are the average (£SE) of
four oocytes in each condition.
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Fig. 7. Evidence of the protein nature of the active substances. (A) Hemolysis assays were made on sheep erythrocytes in the presence of Cx
venom incubated at 37°C (@), Cx venom incubated at 37°C together with a protease inhibitors cocktail (A) and the protease inhibitors cockuail
alone (Y). (B) Activation of /¢, failed when Cx venom (5 pg mt™ ') was incubated at 37°C for 24 h (top trace), however, Cx venom activity was
protected during the incubation at 37°C (24 h) by the presence of a protease inhibitors cockail.
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Fig. 8. Cx venom HPLC elution profile using a Bio-Sil SEC-125 column (600 % 7.5 mm). One ml fractions were collected and the ¢luate
absorbance was determined in each case at 206 nm. In (A) the bars indicate the fractions with hemolytic activity. In (B) the bars indicate the
fractions which activated [,,. The foltowing markers were used in both cases: a, thyroglobulin (MW 670,000); b, horse myoglobulin (MW

17.000) and c, vitamin B-12 (MW 1350).
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Fig. 9. lonic membrane current generated by F25. (A) The fraction 25 (] pg ml™") elicited an inward membrane current with simikar
characteristics to /¢,. (B) Cumrent-voltage relationship of /¢, elicited by F25 (S ug m1~', A) and total Cx venom {5 pg mi~', @). The current
response elicited by F25 was not affected in BAPTA-loaded oocytes (4). Each point represents the mean current in five oocytes.

(F25) consistently presented the electrical activity, while the
hemolytic activity was obtained in peaks 13 and 31
(Fig. 8(B)).

F25 elicited an inward current with a similar time-course
w that of [, (Fig. 9A)) and had an E,, of
—12.47 = 0.97 mV. This value was similar to that obtained
in the same oocytes for the I, generated by total venom
superfusion. In order to know if the cument elicited by
F25 was Ca’*-independent like Ic,, we performed venom
applications in oocytes loaded with BAPTA-AM. Loaded-
oocytes still responded to F25 and the current generated had
an E,,, of —10.77 £ 081, a value that was also similar to
that for the /¢, elicited by the crude venom (Fig. 3(B)). Thus.
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these results seemed to indicate that F25 contains the protein
responsible for /¢, generation.

4. Discussion

In this study, we show that Cx venom displays biological
activity in two different cell models: erythrocytes and
oocytes. With respect to hemolysis, human erythrocytes
were more sensitive to Cx venom than sheep red blood
cells. Previous studies concerning the action mechanisms
of cytolytic proteins have shown that these substances
interact directly with the membrane lipids (Bernheimer
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and Rudy, 1986), either by presenting intrinsic phospholi-
pase activity or by generating transmembranal hydrophilic
pores, Some cytolytic toxins interact with target cell via
cholesterol (Rossjohn et al., 1997) and, in other cases, sphin-
gomyelin (Bernheimer and Rudy, 1986). The proportion of
these membrane lipids in erythrocytes differs between
animal species; for example, sheep erythrocyte membrane
contains abow three times more sphingomyelin than the
human erythrocytes (Rottini et al., 1995). Thus, differences
in membrane Lipids composition might explain the higher
selectivity of Cx venom on human erythrocytes.

The electrophysiological study shows that the Cx venom
elicits three different responses in Xenopus cocytes. One of
them, denoted /., was generated in all oocytes tested. I,
was produced by the opening of cationic channels in the
oocyte membrane; these channels discriminate poorly
between Na* and K*,

We consider at teast two possible mechanisms involved in
the actuvation of I, by the venom: (1) The Cx venom
peptide was incorporated to the membrane to form an ion-
conducting pore, a similar mechanism to that used by cyto-
lysins (Bernheimer and Rudy, 1986; Rossjohn et al., 1997),
and (2 Cx venom activated native cationic channels present
in the oocyte membrane. Three observations suggest that the
Cx venom exerts its action by opening a specific membrane
conductance rather than inducing a non-specific membrane
breakdown: (1) the compleie recovery of the oocyte
membrane conductance after continuos exposure o Cx
venomn; (2) the desensitization of [, resulting from subse-
quent venom applications in the same oocyte; and (3) the
elimination of [, in mature oocytes.

The electrical characteristics of /-, indicated that there are
at least three different types of native channels that might
correspond with those activated by Cx venom.

Our results show that Ip, was not generated via the Na'-
K* pump which has been proposed to be activated by paly-
toxin, neither by opening of /¢ channels, since oocytes
deprived of /¢ by injection with an antisense against Cx38
channel nucleotide sequence still responded potently to the
venom. The third option, a venom action on the gating of
mechanosensitive channels still remains as a strong possi-
bility. Indirect evidence that support a similarity between /¢,
and [y include: (1) both are cationic currents; (2) also, both
are blocked completely by a concentration close to 10 pM
Gd'*; and (3) imporantly, this blocking effect was
provoked through a voltage-independent mechanism, that
suggested strongly which the channels involved are blocked
by Gd** at a binding site outside the membranal electric
field (cf. Yang and Sachs, 1989)

It is interesting to mention that maitotoxin, a marine
neurotoxin from the dinoflagellate Gambierdiscus toxicus,
can also elicit an inward cationic current {fyy,} in Xenopus
oocytes {Bielfed-Akermann et al_, 1998. Additionally, Jy,, is
blocked by Ga®* and is non-permeable to NMDG? . Finally,
maitotoxin can produces an increase of intracellular Ca' in
addition to /yy,, (Bielfed-Akermann et al., 1998; Weberetal.,
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2000). Because of these observations, it has been proposed
that the mechanosensitive channels are related with those
channels activated by maitotoxin (Bielfed-Akermann et al.,
1998). Thus, some similarity exist between f,, Jy,, and fys.
which is of interest since /ys channels in oocytes are regu-
larly activated by mechanical pressure applied via the patch-
clamp pipetie after the formation of a tight seal (e.g. Yang
and Sachs, 1989). There is no clear evidence of any other
stimuli activating macroscopic [ys currents in the whole
oocyte. Thus, drug-activated MS-conductance might repre-
sent a novel tool for the study of the physiological signifi-
cance of these channels in the oocyte cell membrare.
Alternatively, Cx venom might be activating a different
and unknown channel. The results presented here may
help the understanding of characteristics of native conduc-
tances and channels which are important in regulating the
oocyte development and maturation.

The protective effect produced by the protease inhibitor
cockuil on Cx venom incubated at 37°C (24 h) strongly
suggested that the venom’s active substances were peplides.
Other biochemical studies about the compounds found in the
venom of some jellyfishes have separated different polypep-
tides and enzymes such as collagenases, proteases, elastases,
phospholipases and nucleases (Pong-Prayoon et al., 1991;
Smith, 1936).

The chromatographic separation of Cx venom rendered
three different biocactive fractions, one of them elicited /¢,
and two produced hemolysis. The fact that more than one
hemolytic protein is present in the Cx venom is a feature
common to other jellyfish that can posses two or more cyto-
lysins in the same species {Endean, 1993).

The peptide responsible for the electrical activity might
probably be smaller than horse myoglobulin (17,000 Da).
This conclusion is not definitive since adsorption could
occurred to the column support, or aggregation of various
proteins in the eluate, these events have been reponted to
occur in several other jellyfish venom proteins (Olson et al.,
1684; Othman and Burnett, 1990; Bloom et al., 1998).

4. Uncited References

Scheiner-Bobis and Schneider, 1997. Yang and Sachs,
1990.
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