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RESUMEN

Las toxinas de cnidarios presentan una gran variedad de proteinas neurotoxicas las
cuales se caracterizan por provocar una alteracion en la transmision de los impul
nerviosos. La caracterizacion electrofisiologica de estas toxinas permite conocer su efecto
en receptores membranales o canales i6nicos especificos involucrados en la
neurotransmision. El objetivo de este trabajo fue la purificacion de algunas proteinas
neurotdxicas obtenidas del veneno de la medusa Aurelia aurita y su evaluacion
electrofisiologica en receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) del subtipo muscular
fetal. El veneno se obtuvo mediante la descarga de los nematocistos ubicados en el margen
tentacular de cada medusa. El veneno obtenido se centrifugd, liofilizé y almacen6 a -60°C.
Su purificacion se realizé por HPLC de fase reversa obteniendo 10 fracciones mayoritarias.
La cuantificacion de proteinas se realizd por los métodos de Bradford y Lowry y los
perfiles proteicos se analizaron por el método SDS-PAGE de Laemmli utilizando geles al
10%, 12% y 15% de acrilamida. Los efectos neurotdxicos se caracterizaron por
incoordinacion motora, estiramiento de patas, espasmos, paralisis flacida y muerte de
cangrejos utilizados en los bioensayos. La evaluacidon electrofisiolégica se realizd en
nAChR del subtipo muscular fetal expresados en ovocitos de ranas Xenopus laevis. Las
fracciones 4, 5 y 9 provocaron un bloqueo reversible no-competitivo en estos receptores,
siendo la fraccion 9 la de mayor actividad (ICsy=15.53 pg/uL). Este trabajo constituye el
primer reporte del efecto de algunas proteinas neurotdxicas obtenidas del veneno de la

medusa Aurelia aurita sobre nAChR musculares.



ABSTRACT

Cnidarian toxins comprise a wide variety of neurotoxic proteins that inhibit
neurotransmission pathways. The electrophysiological characterization of these toxins
allows the identification of their neurotoxic effect on particular ion channels and receptors.
The objective of this study was to partially purify some neurotoxic proteins from the crude
venom of the scyphozoan jellyfish Aurelia aurita and to determine their
electrophysiological properties on fetal muscle-subtype nicotinic acetylcholine receptors
(nAChR). Crude venom was obtained by mechanical discharge of the nematocysts located
in the tentacular margin of each jellyfish. The venom was centrifuged, dried freeze and
stored at -60°C. The fractionation was performed by reverse-phase HPLC resulting in 10
major peaks. Protein quantification was determined by Bradford and Lowry assays. Protein
profiles were obtained by SDS-PAGE technique using 10%, 12% and 15% acrylamide gels.
The neurotoxic effects were characterized by motor alterations, spasms, appendix
stretching, paralysis and death of crabs used in the bioassays. Electrophysiologic tests were
performed on fetal muscle-subtype nAChR expressed in Xenopus laevis oocytes. Fractions
4, 5 y 9 showed a reversible non-competitive blocking effect on these receptors, revealing
the major activity in fraction 9 (ICsp=15.53 pg/uL). This work reports for the first time the
blocking effect on muscular nAChR of some neurotoxic proteins obtained from Aurelia

aurita venom.



INTRODUCCION

Los organismos marinos constituyen una fuente de obtencidon de nuevos compuestos
con actividad bioldgica [1]. Las mezclas de estos compuestos bioactivos, llamados venenos,
tienen entre otras funciones, la de constituir mecanismos quimicos de defensa—ataque [2].
Algunos de los compuestos que se han logrado identificar en estos venenos son aminas
biogénicas, diterpenos, alcaloides, compuestos de amonio, acidos carboxilicos, ésteres,
esteroles, cadenas complejas de carbohidratos, péptidos y proteinas, entre otras moléculas
[3]. Los compuestos bioactivos de naturaleza proteica han sido uno de los grupos mas
estudiados ya que son moléculas compactas, con una alta estabilidad conformacional y
presentan una alta selectividad por sus blancos moleculares [1].

El Phylum Cnidaria es uno de los grupos del cual se han obtenido una gran cantidad de
compuestos bioactivos que son capaces de ejercer acciones especificas y potentes en
diversos sistemas bioldgicos [4]. Este Phylum incluye cinco clases: Hydrozoa (hidroides e
hidromedusas), Anthozoa (anémonas, corales, plumas de mar), Cubozoa (avispas de mar,
medusas con formas cubicas), Scyphozoa (medusas en forma de campana) y Staurozoa
(pequenas medusas sésiles de aspecto polipoide) [5,6].

Todas las especies del Phylum Cnidaria presentan organulos especializados llamados
nematocistos los cuales producen, almacenan y disparan el veneno contenido en ellos [5].
Esta liberacion se desencadena por la estimulaciéon quimica y por la activacion mecanica
del cnidocilo (estructura mecano-receptora del nematocisto), lo que provoca la liberacion e
inyeccion del veneno por medio de un sistema de fibras contractiles enrolladas en su

interior que conforman el tubulo (Fig.1) [5].



Fig. 1. Esquema de un nematocisto (A) sin descargar y (B) descargado donde se observa la liberacion del
tubulo por el cual se inyecta el veneno (modificado de Brusca & Brusca, 1990).

Para extraer el veneno de los nematocistos se han utilizado diferentes técnicas como
descarga mecanica, descarga por choques osmoticos o induccion quimica [7]. Para su
purificacion se han utilizado diferentes métodos cromatograficos como los de exclusion
molecular, intercambio i6nico, afinidad e hidrofobicidad [8, 9, 10, 11].

Las toxinas aisladas del veneno de cnidarios se han clasificado en hemoliticas,
cardiotoxicas, citotoxicas o neurotoxicas de acuerdo a los procesos fisiologicos o blancos
moleculares que afectan [12]. En este trabajo nos centraremos en el estudio de las
neurotoxinas, las cuales alteran la transmision de los impulsos nerviosos modificando la
conformacién de canales i6nicos, receptores membranales o mediante mecanismos
enzimaticos como la actividad fosfolipasa A2 (PLA2) [4, 12, 13, 14].

El estudio de las neurotoxinas en cnidarios ha sido mas extenso en el grupo de las
anémonas (Clase Anthozoa) dado que la purificacion, identificacion y caracterizacion de
estas toxinas en los otros grupos se ha dificultado debido a su alta termolabilidad e
inestabilidad, gran tamafo, y tendencia a la formacion de agregados insolubles [10, 15, 16,
17, 18, 19]. Sin embargo, los estudios existentes acerca de las neurotoxinas en organismos
de la Clase Cubozoa [9, 20, 21], Hydrozoa [22, 23, 24] y Scyphozoa [25, 26, 27, 28, 29]
han permitido caracterizar, en parte, sus efectos en diversos bioensayos y lineas celulares.

Para la identificacion y caracterizacion del efecto de las neurotoxinas sobre receptores o
canales idnicos se utilizan diferentes andlisis electrofisiolégicos como la fijacion de
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membrana (patch-clamp), fijacion de voltaje (voltaje-clamp) y registros en macroparches
(macropatch) [30]. La técnica de fijacion de voltaje permite la medicion de las corrientes
eléctricas provocadas por el flujo de iones a través de la membrana, manteniendo el voltaje
de la membrana en un valor fijo [31, 32].

Esta técnica de fijacion de voltaje ha sido aplicada eficazmente en ovocitos de rana
Xenopus laevis [33]. Este modelo biologico ha sido ampliamente utilizado en la
caracterizacion electrofisiologica ya que es un sistema util para la expresion heterdloga al
permitir la microinyeccion de material genético externo como ARN o ADN
complementario (ADNc) y la rdpida expresion de diversos canales idnicos y receptores
[33]. Las ventajas de su uso es su estabilidad eléctrica y mecéanica, asi como su facil
obtencion y gran tamafo (didmetro ~ 1.0 mm) [33].

Dentro de los sistemas de neurotransmision afectados por diversas neurotoxinas de
origen animal es encuentra el de transmision neuromuscular donde se une un axén y una
fibra muscular. Este sistema regula la contraccion muscular mediante la liberacion del
neurotransmisor acetilcolina (ACh) desde la terminal nerviosa hasta los receptores post -
sindpticos nicotinicos y muscarinicos que se encuentran en la fibra muscular [34].

Los receptores nicotinicos de ACh (nAChR) del subtipo muscular son receptores
ionotropicos que permiten el paso de cationes como Na', K' y Ca™", provocando la
despolarizacioén de la membrana a través de la propagacion del potencial de accidon desde la
unioén neuromuscular hasta la fibra muscular, dando como respuesta final la contraccion de
las miofibrillas [35]. Estos receptores estan formados por la combinacion de cuatro

subunidades en una estequiometria que depende del estadio de desarrollo del musculo: fetal



(al, B1, vy, 8) o adulto (al, B1, o, €) (Fig. 2) [35, 36]. Cada subunidad estd formada por
cuatro segmentos transmembranales, siendo el segundo segmento (M2) el que forma el
poro [37]. El dominio extracelular N-terminal de cada subunidad al contiene un asa
formada por dos residuos de cisteina unidos por un puente disulfuro, el cual forma el sitio

de unidn para el neurotransmisor ACh [37].

Células
Nerviosas

¢ /

&/
2 =
g ¥ 2

Fig. 2. Esquema de la uniéon neuromuscular y un nAChR del subtipo muscular fetal. (A) Vista de los cuatro
segmentos transmembranales de cada subunidad (segmento M2 en color azul); (B) conformacion de cada
subunidad y los sitios de unién a la ACh y (C) disposicion espacial de cada subunidad y tamaiio del poro del
receptor. Modificado de Purves, 2004 [34].

Las toxinas animales que actiian sobre los nAChR del subtipo muscular pueden tener un

efecto agonista o antagonista en el receptor. Algunos ejemplos se mencionan en la siguiente

tabla:

Tabla 1. Actividad de algunas toxinas animales sobre nAChR del subtipo muscular.

Agonistas Antagonistas

a- bungarotoxina
(polipéptidos obtenidos de serpientes cobra
Bungarus multicintus)

Epibatidina
(alcaloide de la rana Epipedobates tricolor)

Anabaseina
(alcaloide de gusanos marinos del Phylum
Nemertina y en glandulas venenosas de

Lophotoxinas
(diterpenoides obtenidos de corales gorgonaceos
como Lophogorgia y Pseudopterogorgia)

hormigas)
a-conotoxina Neosurugatoxina
(péptido EI obtenido de Conus ermineus) (obtenida del molusco Babylonia japonicus)

a-, aA- 'y Y- conotoxinas
(péptidos obtenidos de caracoles del género Conus)

[Tomado de 35, 36, 38, 39]
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Como se observa, existe un gran nimero de toxinas animales que actian de manera
antagonista en este tipo de receptores, la cual corresponde a un bloqueo del canal, ya sea
por la interaccion de las toxinas en los sitios de union a la ACh o en otros sitios del receptor

provocando cambios conformacionales que resultan en el cierre del receptor [35].

ANTECEDENTES

Las medusas son un grupo de animales marinos venenosos pertenecientes a la Clase
Scyphozoa dentro del Phylum Cnidaria. Se ha reportado que la picadura accidental de estos
organismos puede provocar envenenamiento en humanos caracterizado por dolor, lesiones
dérmicas como edemas (hinchazén), eritemas (inflamacién caracterizada por manchas
rojas), erupciones vesiculares, comezon, asi como problemas en la coordinacién motora,
dificultades en la respiracion, sintomas cardiovasculares como hipotension e incluso la
muerte en algunos casos [12, 40]. A pesar de constituir un problema de salud publica, no
existe un registro nacional de las picaduras por estos organismos y la informacién existente
sobre las precauciones y primeros auxilios es escasa. Ademas, hasta el momento so6lo existe
un antiveneno disponible para las picaduras de medusas en todo el mundo, el cual es
especifico so6lo para el veneno de la cubomedusa Chironex fleckeri [41]. Por esta razon,
resulta fundamental la identificacién y caracterizacion de los componentes toxicos del
veneno, asi como un mayor conocimiento en sus
mecanismos de accion celular.

Aurelia aurita (Linnaeus, 1758), es una medusa con

toxicidad variable. Tiene una distribucion cosmopolita ya

que se encuentra en la mayoria de los mares y bahias de aguas someras templadas y

11



tropicales [6, 42]. Esta medusa se alimenta del zooplancton marino constituido
principalmente por huevos y larvas de peces, crustdceos, moluscos, entre otros organismos
[6]. Durante el ciclo de vida de 4. aurita se presentan tres tipos de nematocistos: polispiras,
heterdtricos microbasicos euriteles y atricos isorrizas, siendo los dos ultimos los que se
conservan hasta su etapa adulta [43, 44, 45, 46]. Los nematocistos se encuentran
distribuidos en el margen tentacular que rodea la umbrela en forma de campana y en la
zona oral [5].

El perfil proteico del veneno de esta medusa comprende un intervalo muy amplio, ya
que abarca desde péptidos pequefios menores a 10 kDa hasta proteinas muy grandes
mayores a los 250 kDa [47, 42, 46]. En cuanto a su caracterizacion biologica, se ha
demostrado su actividad hemolitica en eritrocitos de oveja, bovino, roedor y humano [47,
42, 46], asi como actividad citotoxica en células de agalla (RTgill-W1), siendo més potente
el veneno obtenido de los brazos orales que el del margen tentacular [46]. Ademas, se ha
reportado que el extracto de A. aurita afecta la integridad de células cancerigenas e inhibe
el crecimiento de células de adenocarcinoma de mama y pulmoén, asi como de células
leucémicas [48, 49]. Radwan et al. (2001) reportaron que el veneno de esta medusa
presenta actividad dermonecroética, factores inductores de vasopermeabilidad, actividad
hemolitica y actividad fosfolipasa A2, y que existen diferencias toxinoldgicas del veneno
de esta medua de acuerdo a su distribucion geografica [42]. El extracto crudo ha resultado
ser letal en ratones y en nauplios de Artemia salina provocando la mayor mortandad
durante las primeras cinco horas de exposicion [47, 42]. Kihara et al. (1988) reportaron la

actividad electrofisiologica del veneno en fibras musculares de Rana catesbeiana, donde

12



provoco un efecto irreversible en la contraccion del musculo y tuvo una accion
despolarizante en las membranas musculares al incrementar la permeabilidad de iones Na"
[50]. Ademas, el efecto neurotdoxico de dos fracciones purificadas del veneno de esta
medusa se caracterizd en bioensayos donde provocaron reacciones tetanicas, paralisis total
y muerte en cangrejos de la especie Ocypode quadrata [47].

Dado que son pocos los compuestos proteicos purificados del veneno de esta medusa
[47] y su efecto neurotoxico sOlo se ha caracterizado en preparaciones musculares y
bioensayos con cangrejos, resulta de gran importancia la identificacién y caracterizacion
especifica del efecto de sus toxinas sobre receptores o canales i6nicos. Por esta razon, el
objetivo principal de este trabajo se centr6 en la purificacion de algunas proteinas
neurotdxicas, asi como su caracterizacidn en receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChR) del subtipo muscular fetal.

La eleccion de estos receptores para la caracterizacion electrofisioldgica se basa en las
reacciones provocadas en cangrejos, las cuales se encuentran estrechamente relacionadas
con alteraciones en la contraccion muscular [6]. Asimismo, se ha reportado la presencia de
receptores nicotinicos homologos en algunos organismos que constituyen su alimento,
como en cangrejos y peces [51, 52, 53].

Con este trabajo, se espera contribuir al conocimiento de algunos componentes
proteicos del veneno, asi como la explicacion de un posible mecanismo celular involucrado

en los efectos neurotdxicos provocados por el veneno de esta medusa.
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HIPOTESIS

El veneno de la medusa Aurelia aurita contiene algunas proteinas neurotoxicas que

actuan sobre receptores nicotinicos de acetilcolina del subtipo muscular.

OBJETIVOS

General:

Purificar y evaluar la actividad electrofisioldgica de algunas proteinas neurotoxicas

obtenidas del veneno de la medusa Aurelia aurita.

Particulares:

Identificar los nematocistos del margen tentacular.

e Extraer el veneno de los nematocistos.

e Purificar el veneno utilizando los métodos cromatograficos FPLC de exclusion

molecular e intercambio i6nico y CLAR (HPLC en inglés) de fase reversa.

e Cuantificar y caracterizar el contenido proteico del extracto crudo y de las

fracciones obtenidas.
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Identificar los efectos neurotoxicos del extracto crudo y de las fracciones

obtenidas mediante bioensayos con cangrejos.

Evaluar la actividad electrofisioldgica de las fracciones parcialmente purificadas
en receptores nicotinicos de acetilcolina del subtipo muscular fetal expresados

en ovocitos de Xenopus laevis.
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MATERIALES Y METODOS

La composicion de las soluciones, geles, y soluciones amortiguadoras utilizadas en este

trabajo se encuentran en el Anexo I.

1. Adquisicién de ejemplares

Se obtuvo una donacion de 150 medusas del parque acuatico Xcaret. Los organismos
recibidos fueron ejemplares adultos con el margen tentacular completamente desarrollado y

con un didmetro corporal de 10 cm en promedio.

2. Identificacidon de nematocistos y extraccion del veneno

El margen tentacular de cada medusa se recortd y coloc6 en agua de mar (1:2) a 4°C
por 24 horas. El agua de mar se decant6 y se agrego6 agua desionizada (1:2) adicionada con
un coctel inhibidor de proteasas (Complete Mini - Protease inhibitor cocktail, Roche). Esta
mezcla se agitd ligeramente, se congeld a -60°C y posteriormente se descongeld a
temperatura ambiente. A continuaciéon, la mezcla se homogeneiz6 por 25 min
(Homogeneizador Pyrex 40 mL Ten Broeck) hasta lograr la descarga de la mayoria de los
nematocistos. Finalmente la mezcla se centrifug6 a 18,787g a 4°C por 10 min (Eppendorf
centrifuge 5810R, rotor F-45-30-11) y el sobrenadante se congeld a -60°C y se liofilizo
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para su uso posterior (Freeze Drying Model 77500 Labconco). La descarga e identificacion

de los nematocistos se realiz6 con la ayuda de un microscopio compuesto.

3. Analisis del extracto crudo

3.1. Cuantificacion de proteinas

Se realiz6 por el método de Bradford [54]. Se realizaron tres diluciones a partir de una
solucion inicial de 100 mg del extracto crudo liofilizado resuspendido en 1 mL de agua
desionizada. Se colocaron 20 pL de cada dilucion y 1 mL del reactivo de Bradford (Quick
Start™ Bradford Protein Assay, Bio-Rad) en cada celda de cuarzo (Spectrophotometer
cuvets, Sigma-Aldrich). Se realizaron dos réplicas de cada dilucion para su lectura. Se
midio la absorbancia de cada muestra a 595 nm y los valores obtenidos se extrapolaron en
una curva patrén construida con 125, 250, 500, 750 y 1000 pg/mL de albtimina sérica

bovina (Quick Start, Bovine Serum Albumin (BSA) Standard Set, Bio-Rad).

3.2. Electroforesis SDS-PAGE

El andlisis de proteinas se realizo por el método de Laemmli [55]. Se resuspendié 1 mg
del extracto crudo liofilizado en 1 mL de agua desionizada. Se mezclaron 10 pL de la
muestra y 10 pL del tampon de carga y este volumen se aplicé en cada pozo. Se utilizaron

geles de acrilamida al 12%. Cada gel se corrio a 60 V durante 4 horas en una solucion
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amortiguadora de corrimiento Tris-glicina (Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System,
Bio-Rad). Se utilizaron 3 pL de marcadores coloridos de alto y bajo peso molecular
(Kaleidoscope, Bio-Rad y Amersham High-Range, GE Healthcare). Los geles se tifieron

con Azul de Coomassie R-250 [56].

3.3. Identificacion de los efectos neurotdoxicos mediante

bioensayos con cangrejos

Se utilizaron cangrejos machos de la especie O. quadrata con un peso promedio de 10
g. Se inyect6 una alicuota de 0.1 mL del extracto crudo sin liofilizar (~127 pg/mL) en la
base de la tercera pata caminadora y se anotaron las reacciones y el tiempo en el que

ocurrieron en cada cangrejo.

4. Purificacion del extracto crudo

4.1. Purificacion por exclusion molecular

Se resuspendieron 150 mg del extracto crudo liofilizado (equivalente a ~2 mg de
proteinas total) en 1 mL de solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 10 mM, pH 7.0. La
muestra se aplicd a una columna HiLoad 26/60 Superdex G-200 prep grade (Amersham
Bioscience) conectada a un equipo Aktaprime plus FPLC (GE Healthcare). La columna se

equilibré y eluy6 con una solucion amortiguadora de fosfatos de sodio 10 mM, pH 7.0 a un
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flujo de ImL/min. La columna se calibro previamente con un set estdndar de proteinas
(LMW Gel Filtration Calibration Kit, Amersham Bioscience) compuesto por alblimina (67
kDa), ovalbiimina (43 kDa), quimotripsinégeno (25 kDa), ribonucleasa A (13.7 kDa) y azul

dextran (2000 kDa). La elucion de las proteinas se monitored por deteccion UV a 280 nm.

4.2. Purificacion por intercambio i6nico

Se resuspendieron 100 - 200 mg del extracto crudo liofilizado (equivalente a ~1.5 —
2 mg de proteinas total) en 500 pL de la solucion amortiguadora de elucién. La muestra se
aplicé a diferentes columnas de intercambio idnico marca Hi Trap 1 mL, GE Healthcare,

las cuales se enlistan a continuacion:

e Hi Trap Q Sepharose Fast Flow (Q FF) = Intercambiador aniénico fuerte
e Hi Trap DEAE Sepharose Fast Flow (DEAE FF) = Intercambiador anionico débil

e Hi Trap SP Sepharose Fast Flow (SP FF) - Intercambiador catiénico fuerte

Cada una de ellas se equilibré con 5 volimenes de columna (VC) de la solucion
amortiguadora de elucion y posteriormente con 10 VC de la la soluciéon amortiguadora de
inicio hasta que la linea basal se estabilizara. Posteriormente se aplic6 la muestra y la
elucion se realizo a un flujo de ImL/min utilizando un gradiente escalonado o lineal de la la
solucion amortiguadora de elucion. La elucion de las proteinas se monitored por deteccion

UV a 280 nm.
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Las columnas y las caracteristicas de elucion se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 2. Caracteristicas de la elucion de cada columna utilizada en la purificacion del extracto crudo por
cromatografia de intercambio i6nico:

Intercambiadores anionicos

Solucién amortiguadora

Solucion amortiguadora de

Gradiente Columna .. .,
inicial elucion
. Acetato de amonio 0.01 M,  Acetato de amonio 0.01, 0.05,
Excalonado HiTrap Q FF pH 8.5 0.1,0.3,0.5y IM
HiTrap DEAE FF Acetato de amonio 0.01 M,  Acetato de amonio 0.01, 0.05,
p pH 8.5 0.1,0.3,0.5y IM
Lineal . Acetato de amonio 10 mM,  Solucién amortiguadora inicial
HiTrap DEAE FF pH 7.1 + 1 M NaCl

Intercambiadores catidonicos

Solucion amortiguadora

Solucion amortiguadora de

Gradiente Columna S .
inicial elucion
. Acetato de amonio 0.01 M,  Acetato de amonio 0.01, 0.05,
HiTrap SP FF pH 5.4 0.1,0.3,0.5y IM
Escalonado Soluciéon amortiguadora inicial
HiTrap SP FF Fosfato de sodio 0.05 M, + gradiente escalonado de
P pH 7.1 acetato de amonio 0.01, 0.05,
0.1,03,05y IM
Lineal . Fosfato de sodio 0.05 M,  Soluciéon amortiguadora inicial
HiTrap SP FF pH 6.9 + 1 M NaCl
4.3. Purificacion por HPLC de fase reversa

Se resuspendieron 50 mg del extracto crudo liofilizado (800 pg de proteinas totales) en

1 mL de una solucion de acetonitrilo (ACN) al 5% (Marca Burdick & Jackson) y acido

trifluoroacético (TFA) al 0.004% (Fluka). Este volumen se inyect6 a través de un asa de un

volumen de 1 mL a una columna analitica Vydac C,s de fase reversa (218TP54, 5 um, 4.6
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x 250 mm, 300 A) acoplada a una pre-columna Vydac Cg (218GK54, 5 um, 4.6 x 10 mm).
La elucién se realizd con un cromatografo liquido de alta resolucion HPLC (Pro Star,
Varian) a un flujo de 1 mL/min utilizando un gradiente lineal de 5% a 95% de solucion B
(1%/min) por 90 min, donde la solucion A: 0.1% v/v TFA en agua, y la solucion B: 0.09%
v/v TFA en 90% v/v en ACN acuoso. La elucion de las proteinas se monitored por
deteccion UV a 220 nm. Todas las fracciones recolectadas se concentraron a sequedad

(Savant SpeedVac Concentrator, Thermo) por 12 horas y se conservaron a -60°C.

5. Andlisis de las fracciones obtenidas por HPLC de fase reversa

5.1.  Cuantificacion de proteinas

Se realizo por el método de Lowry [57]. Tanto el extracto crudo como las fracciones
parcialmente purificadas que se encontraban liofilizadas se resuspendieron en 20 pL de
agua desionizada. Se colocaron 1, 2 y 3 uL. de cada muestra en cada pozo y se llevaron a 20
uL con agua desionizada. Finalmente se agregaron 25 pL del Reactivo A (solucion alcalina
de tartrato de cobre) y 200 pL del Reactivo B (reactivo de Folin) a cada muestra (Bio-Rad
DC Protein Assay, Bio-Rad). Se midi6 la absorbancia de cada muestra a 690 nm y los
valores se extrapolaron en una curva patrén construida con 1,2, 3, 6 y 12 pg/ul de

albumina.

21



Aunque este método es menos sensible que el de Bradford [54], se utilizd con la
finalidad de tener una estimacion de la concentracion de proteinas de cada fraccion, asi

como una aproximacion en el calculo del rendimiento de la purificacion del extracto crudo.

5.2. Electroforesis SDS-PAGE

Se realizd por el método de Laemmli [55] Cada fraccion parcialmente purificada se
resuspendi6 en 40 pL de agua desionizada y se le agregd 17 pL del tampon de carga. Se
colocaron 30 pL de cada muestra en cada pozo del gel. Se utilizaron geles de acrilamida al
10% y 15%. Cada gel se corridé a 60 V durante 4 horas en una solucién amortiguadora de
corrimiento Tris-glicina (Mini-PROTEAN 3 Electrophoresis System, Bio-Rad). Se
utilizaron marcadores coloridos de alto y bajo peso molecular (Kaleidoscope, Bio-Rad y
Amersham High-Range, GE Healthcare). Cada gel se tind con Azul de Coomassie R-250

[56].

5.3. Identificacion de los efectos neurotdoxicos mediante

bioensayos con cangrejos

Se utilizaron cangrejos machos de la especie C. maenas con un peso promedio de 10 g.
En esta identificacién solo se probaron las fracciones que presentaron efecto sobre los

receptores nicotinicos de acetilcolina. Cada fraccion parcialmente purificada se resuspendid
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en 200 pL. de agua desionizada y esta alicuota se inyectd en la base de la tercera pata

caminadora. Se anotaron las reacciones y tiempos para cada cangrejo.

En este bioensayo se utilizaron cangrejos de la especie C. maenas ya que no fue
posible conseguir los cangrejos utilizados en la identificacion del extracto crudo (O.
quadrata). Sin embargo, esta especie ha resultado ser 1til en la identificacion de los efectos

neurotoxicos del veneno de otros cnidarios [8, 57].

6. Caracterizacién electrofisiolégica de las fracciones parcialmente

purificadas

6.1. Obtencion de ovocitos

Los ovocitos se obtuvieron de ranas de la especie X. laevis previamente adormecidas a
-4°C por 90 min. Los ovocitos se extrajeron por una incision en la cavidad abdominal con
la ayuda de tijeras y pinzas. Una vez aislados, los ovocitos se lavaron con solucion
fisiologica OR-2. Posteriormente se colocaron en soluciéon OR-2 adicionada con colagenasa
(Collagenase from Clostridium histolyticum, Sigma) y se dejaron en agitacion constante por
45 min. Los ovocitos separados se cambiaron a una solucion OR-2 y se seleccionaron
aquellos ovocitos maduros en los estadios V y VI (Ver anexo II). Estos se colocaron en
solucion electrofisiologica ND96 adicionada con gentamicina (marca RAYERE) y se

mantuvieron a 17°C para su uso posterior.
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6.2. Inyeccion de ovocitos

Los ovocitos se utilizaron 1 6 2 dias después de su obtencidon. Se inyectaron 2.3 nL del
ADNCc que codifica las subunidades al, B1, 6 y y que conforman los nAChR del subtipo
muscular fetal. La inyeccion se realizd en el nucleo de cada ovocito con la ayuda de un
micro-inyector (Nanoliter 2000, World Precision Instruments). Las clonas (ADNCc) para la
expresion de cada subunidad fueron donadas por el Dr. McIntosh de la Universidad de
Utah. La propagacion de este material se realizd en colaboracion con el Dr. Aguilar en el
laboratorio de Neurofarmacologia Marina del del Instituto de Neurobiologia, Campus

Juriquilla.

6.3. Evaluacion electrofisioldgica

Los ovocitos se utilizaron de 1 a 3 dias después de la inyeccion. Cada ovocito se
coloco en una cdmara de registro y se fijo a un voltaje constante de -70 mV (Oocyte Clamp
OC-725C, Warner Instruments Corp; software Labview 8.5, National Instruments)
mediante la técnica de fijacion de voltaje con un sistema de dos electrodos. Cada ovocito se
perfundié con un flujo constante de solucion ND96 y los receptores se activaron con una
solucion de ACh (Acetylcholine chloride, Sigma-Aldrich) 1 uM aplicando un pulso de 1

segundo una vez por minuto.

Para cada registro, primero se realizo un control del promedio de las corrientes
generadas por 5 pulsos de ACh 1 uM y posteriormente se aplicaron 3 pL de solucion ND96

en bafio estatico por 5 min. Una vez transcurrido este tiempo, se volvieron a aplicar los
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pulsos de ACh y se restituyo el flujo constante de solucidon ND96 para corroborar que las

corrientes se mantuvieran estables.

Se probaron 3 concentraciones diferentes de cada fraccion parcialmente purificada,
las cuales se aplicaron en un bafio estatico de 5 min en cada ovocito. Posteriormente se
volvieron a aplicar los pulsos de ACh y el flujo de solucion ND96 para permitir la
disociacion de las toxinas y su lavado de las membranas. Se dejaron pasar tantos pulsos
fueran necesarios para observar las variaciones provocadas en las corrientes, asi como la

recuperacion de cada ovocito.

Se utilizé una serie de valvulas solenoides de tres vias para cambiar entre el medio
de perfusion ND96 con o sin toxina y la soluciéon de ACh. Todos los registros se realizaron

a temperatura ambiente (20-23°C). El volumen de la cdmara de registro fue de 30 pL.

Finalmente, se obtuvo una curva dosis — respuesta y los valores de concentracion
media inhibitoria (ICsy) para cada fraccion que presentd actividad sobre los nAChR

(Software Prisma GraphPad, version 5).

6.4. Ensayos de competencia por los sitios de union de ACh

Se utilizo una toxina de coralillo como control, la cual se une de manera especifica

en los dos sitios de union para la ACh en estos receptores (articulo en prensa).

En este ensayo, s6lo se utilizaron las fracciones 4, 5 y 9 que fueron las que

presentaron actividad sobre los nAChR.
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Para cada registro, se realizé un control del promedio de las corrientes generadas
por 5 pulsos de ACh 1 puM y posteriormente se aplicaron 6 pL de la solucion
electrofisiologica ND96 en baiio estatico durante 10 min (3 pL al inicio y 3 pL a los 5
min). Una vez transcurrido este tiempo, se volvieron a aplicar los pulsos de ACh y se
restituyd el flujo constante de solucion ND96 para corroborar que las corrientes se

mantuvieran estables.

Para caracterizar de manera individual el efecto de la toxina de coralillo y de las
fracciones parcialmente purificadas, primero se colocaron 3 pL de ND96 y a los 5 min se
coloco la toxina de coralillo o cada una de las 3 fracciones parcialmente purificadas. Se
utilizaron 1.5 uM de la toxina de coralillo en un volumen de 3 uL y 45, 76.5 y 18 pg/uL de
la fraccion 4, 5 y 9 respectivamente en un volumen de 9 pL. Tanto la toxina de coralillo

como las fracciones parcialmente purificadas se dejaron actuar por 5 min.

El ensayo de competencia se realizd preincubando los nAChR con 9 pL de cada

fraccion durante 5 min y posteriormente, se aplicaron 3 pL de la toxina de coralillo la cual

se dejo actuar por otros 5 min en bafio estatico.

En todos los casos, una vez transcurridos los 10 min del bano estatico, se volvieron
a aplicar los pulsos de ACh y el flujo constante de solucion ND96 para para permitir la
disociacion de las toxinas y su lavado de las membranas. Se dejaron pasar tantos pulsos
fueran necesarios para observar las variaciones provocadas en las corrientes, asi como la

recuperacion de cada ovocito.

26



RESU LTADOS

2. Identificacion de nematocistos

La identificacion se realiz6 microscopicamente encontrando dos tipos de nematocistos

en el margen tentacular de A. aurita:

1) Heterdtrico microbasico euritele. La capsula es pequefia y de forma ovoide. El tubulo
esta abierto y su porciéon basal es delgada y corta presentando una dilatacion

ornamentada con espinas diminutas de diferente tamafio [58].

2) Atrico isorriza. La cépsula es oval y pequeia. El tibulo es de grosor uniforme abierto

en la punta y no presenta espinas [58].

(1) (2)

Fig. 3. Micrografias de los nematocistos descargados (1) heterotrico microbasico euritele, (2) atrico isorriza
(40X).
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3. Analisis del extracto crudo

3.1.  Cuantificacion de proteinas

Se realizo por el método de Bradford. La curva patron obtenida con el set estandar de

albumina sérica bovina fue la siguiente:

0.900 4
0.800 +

*

0.700 4
0.600 +

0.500 +

0.400 + y=0.0007x + 0.0505
R?=0.9769
0.300 +

Absorbancia (595 nm)

0.200 - b
0.100 -

0.000 T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Concentracion de albumina sérica bovina (ug/mL)

Fig. 4. Curva patrén de albumina sérica bovina y valor de la regresion lineal.

Los valores de absorbancia obtenidos para las diferentes concentraciones del extracto
crudo se extrapolaron en la curva patrén para obtener las concentraciones de proteina total

correspondientes:

Tabla 3. Relacion del extracto crudo liofilizado y la concentracion total de proteinas.

Liofilizado Proteinas totales
(mg/mL) (ng/mL)
10 63.5
20 285.9
50 802.6
100 1269.2
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3.2. Electroforesis SDS-PAGE

El perfil proteico del extracto crudo se obtuvo con un gel de acrilamida al 12% el cual

se muestra a continuacion:

Marcador 1
kDa

225

76

52

38
31

24

Fig. 5. Analisis SDS-PAGE del extracto crudo. Marcadores moleculares GE Healthcare; el carril 1
corresponde a 10 pL con una concentracion de 800 pg/mL de proteina total del extracto crudo.

El analisis SDS-PAGE muestra que el extracto crudo estd compuesto por un amplio

rango de proteinas que va desde los 24 hasta los 225 kDa.

Las bandas proteicas mas notorias son de 26, 28, 45, 50, 76, 200 y 225 kDa.

29



3.3. Identificacion de los efectos neurotoxicos mediante
bioensayos con cangrejos

Se utilizaron cangrejos de la especie O. quadrata. Al inyectar una alicuota de 0.1 mL

del extracto crudo sin liofilizar (~127 pg/mL), el cangrejo presentd las reacciones tipicas

del efecto neurotdxico en este bioensayo las cuales se resumen en la Tabla 4 y en la Fig. 6

que se muestran a continuacion:

Tabla 4. Reacciones caracteristicas y tiempos aproximados del efecto neurotoxico provocado por el extracto

crudo.
Reaccion Tiempo
Incoordinacion motora Inmediata
Estiramiento de patas 7s

Espasmos 1 min

Pérdida de equilibrio 1 min

Paralisis flacida 5 min

Muerte 7 min

Paralisis

Estiramiento

Fig. 6. Fotografia de las reacciones de paralisis y estiramiento de patas de los cangrejos utilizados en el
bioensayo.
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4. Purificacion del extracto crudo

4.1.

Purificacion por exclusion molecular

Al pasar el extracto crudo por la columna Superdex G-200 no se logré obtener una

separacion adecuada, ya que toda la muestra eluyd en un solo pico (Fig. 7). Los hombros

laterales del pico se separaron manualmente, pero el analisis SDS-PAGE confirmé que

¢éstos presentaban las mismas bandas proteicas que el extracto crudo completo (Fig. 8).

Fraccion central

M
Al
Hombro f Hombro
izquierdo derecho
> ~~

Ve

Fig. 7. Cromatograma del extracto crudo eluido en columna Superdex G-200 con una soluciéon amortiguadora
de fosfatos 10mM, pH 7.0. La linea azul corresponde a la deteccion UV de las proteinas, la linea roja
corresponde a la conductividad de la solucion amortiguadora utilizada y las lineas verdes punteadas

corresponden a la corte manual de los hombros del pico principal.

31



kDa Marcador 1 2 3 4

250
150
100
75

50

37

25
20

Fig. 8. Analisis SDS-PAGE de las fracciones separadas manualmente de la elucion con la columna Superdex
G-200. Marcadores moleculares Bio-Rad; carril 1 corresponde al extracto crudo completo; carril 2 al hombro
izquierdo; carril 3 al pico central y carril 4 al hombro derecho.
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4.2. Purificacion por intercambio idnico

A continuacion se muestran los cromatogramas obtenidos del extracto crudo con las diferentes columnas utilizadas. La linea

azul indica la deteccion UV de las proteinas, mientras que la linea roja indica la conductividad de las soluciones amortiguadorass

utilizadas.

e [ntercambiadores anidnicos:

Gradiente escalonado

© Columna HiTrap Q FF

Pico no
| retenido

v

| i i o i
EE) 14 . ()

Fig. 9. Cromatograma del extracto crudo utilizando la columna
HiTrap Q FF (intercambiador anionico fuerte) eluida con acetato de

amonio 0.01 M, pH 8.5 con gradiente escalonado de 0.01, 0.05,
0.1, 0.3, 0.5 y 1M de acetato de amonio.

® Columna HiTrap DEAE FF

Pico no
retenido

Fig. 10. Cromatograma del extracto crudo utilizando la columna
HiTrap DEAE FF (intercambiador anidnico débil) eluida con
acetato de amonio 0.01 M, pH 8.5 con gradiente escalonado de
0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5 y 1M de acetato de amonio.
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Gradiente lineal

© Columna HiTrap DEAE FF 1 mL

Picono
retenido

Fig. 11. Cromatograma del extracto crudo utilizando la columna HiTrap DEAE FF (intercambiador anioénico débil) eluida con una solucion
amortiguadora de acetato de amonio 10 mM, pH 7.1 con gradiente lineal de la solucion amortiguadora inicial + 1M NaCl.
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e Intercambiadores catidénicos:

Gradiente escalonado

© Columna HiTrap SP FF 1 mL

Pico no
| retenido

|~

Fig. 12. Cromatograma del extracto crudo utilizando la columna
HiTrap SP FF (intercambiador cationico fuerte) eluida con acetato
de amonio 0.01 M pH 5.4 con gradiente escalonado de 0.01, 0.05,
0.1, 0.3, 0.5 y 1M de acetato de amonio.

® Columna HiTrap SP FF 1 mL

Pico no
retenido

[t
=

Fig. 13. Cromatograma del extracto crudo utilizando la columna HiTrap SP
FF (intercambiador cationico fuerte) eluida con fosfato de sodio 0.05 M, pH
7.1 y gradiente escalonado de 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5 y 1M de acetato de
amonio.
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Gradiente lineal

©® Columna HiTrap SP FF 1 mL

Picono
retenido

Fig. 14. Cromatograma del extracto crudo utilizando la columna HiTrap SP FF (intercambiador catidnico fuerte) eluida con una solucion amortiguadora de
fosfato de sodio 0.05 M, pH 6.9 y gradiente lineal de la solucién amortiguadora inicial + 1M NaCl.

Con la cromatografia de intercambio i6nico tampoco se logrd la purificacion del extracto crudo, ya que todas las proteinas

eluyeron antes de que comenzara el gradiente lineal o escalonado de la solucion amortiguadora de elucion.
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4.3. Purificacion por HPLC de fase reversa

Con este método cromatografico se obtuvieron 10 fracciones durante los primeros 60

minutos de elucidn.

Las fracciones mayoritarias fueron la 1, 3 y 5, seguidas de la fraccion 4 y finalmente

las fracciones 6, 7, 8,9, 10y 2.

De cada fracciéon se colectaron ~1.5 mL, con excepcion de las tres fracciones

mayoritarias de las cuales se colectaron hasta 3 mL.

AU 7

1.00-1 Fl'acij0|1l 100
Fraccion 3 .
o Fraccions
£ 0.75- v
S m
™~ =
E-:I- O 50 Fracciond ‘9
£ ™™ | 50 3
g . Fraccion 8 ._9-)
0 Fraccion7 Fracgion 9 =4
2 j / x
=) — Fraccion 2 Frac iom’).‘L Fraccion 10
2 025 l v !
<I -
0.007 1\/ B
0
0.14 I 1 | |
: 25 50 75 100

Tiempo de retencion (min)

Fig. 15. Cromatograma de la purificacion del extracto crudo por HPLC utilizando una columna analitica
Vydac Cig de fase reversa con un gradiente lineal de 5% a 95% de la solucién B a un flujo 1 mL/min por 90
min, donde la solucién A: 0.1% v/v TFA en agua, y la solucion B: 0.09% v/v TFA en 90% v/v en ACN
acuoso. La linea negra indica la deteccion UV de las proteinas a 220 nm. La linea roja indica la linea basal
utilizando 1 mL de ACN 5% + TFA 0.004% como blanco. La linea azul punteada representa el porcentaje de
la solucion B en relacion al tiempo de elucion.
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Los tiempos de retencion y la concentracion de ACN a la que eluyd cada fraccion se

resumen en la Tabla 5:

Tabla 5. Caracteristicas de la elucion de cada fraccion obtenida por HPLC de fase reversa.

Fraccion Tiempo de retencion Concentracion de ACN
(min) (%)
1 3.10 7.91
2 13.77 17.94
3 18.20 22.11
4 26.35 29.77
5 28.28 31.58
6 34.05 37.01
7 41.16 43.69
8 43.24 46.64
9 48.13 50.24
10 58.34 59.84

De acuerdo a las caracteristicas de su elucion, las fracciones 1 a 8 corresponden a
compuestos hidrofilicos ya que se obtuvieron con una concentracion mayor de agua y

menor de ACN (menos del 50%).

Las fracciones 9 y 10 presentan propiedades mas hidrofobicas ya que eluyeron a una

concentracion un poco mayor de ACN.
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5. Anadlisis de las fracciones obtenidas por HPLC de fase reversa

5.1.  Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de las fracciones se realizé por el método de Lowry. La curva patron

de albtimina se presenta a continuacion:

0.400 4
0.350 A
0.300 A
0.250

0.200 A
y=0.0262x + 0.0274

Absorbancia (690 nm)

0.100 H

0.050 A

0000 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Concentracion de albumina (pg/pL)

Fig. 16. Curva patrén de albimina y valor de la regresion lineal

A partir de la curva patron se obtuvo la concentracion de proteinas del extracto crudo y de cada

fraccidn parcialmente purificada, cuyos valores se muestran en la Tabla 6:
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Tabla 6. Proteinas totales del extracto crudo y de las fracciones parcialmente purificadas por HPLC

de fase reversa.

Proteinas totales

Muestra (ug/uL)
Extracto crudo 51.19
Fraccion 1 8.57
Fraccion 2 0.26
Fraccion 3 0.65
Fraccion 4 491
Fraccion 5 8.59
Fraccion 6 2.13
Fraccion 7 1.47
Fraccion 8 1.45
Fraccion 9 2.24
Fraccién 10 0.05
Total fracciones 30.32

La concentracion de proteinas del extracto crudo fue de 51.19 pg/uL.

Las fracciones 1 y 5 presentaron la mayor concentracion de proteinas con
~8.5 ng/uL de manera individual. Las fracciones 4, 9 y 6 presentaron 4.9, 2.24 y 2.13
ng/uL respectivamente. El resto de las fracciones presentaron una concentraciéon menor al

1.5 pg/uL de proteinas totales de manera individual.
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Con estos resultados se calcularon los rendimientos de cada fraccion, los cuales se

muestran en la siguiente grafica:

Rendimiento de las fracciones obtenidas por HPLC-FR

18 - 16.74 16.78
a—
16 -
14 A
=
- 12 A
= 9.59
g 101
£ 8
2
o 6 4.16 4.38
=, 2.87 2.83
1.27
2 0.51 0.10
o i am——
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Fracciones parcialmente purificadas

Fig. 17. Grafica de rendimientos de cada fraccion obtenida por HPLC de fase reversa.

Los porcentajes de rendimiento para cada fraccidon se calcularon respecto a los

51.19 pg/uL del extracto crudo inyectado inicialmente (100%).

Los resultados muestran que la fraccion 1 tuvo un rendimiento del 16.74%, la

fraccion 5 del 16.78% y la fraccion 9 del 9.59%, siendo las fracciones con los porcentajes

de rendimiento mas altos.

El resto de las fracciones presentaron porcentajes individuales menores al 5% y en

conjunto correspondieron al 16.12%.
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5.2. Electroforesis SDS-PAGE

El perfil proteico de las 10 fracciones obtenidas se realizo en geles de acrilamida al
10% y 15 % con la finalidad de mejorar la resolucion de las bandas proteicas de cada
fraccion de acuerdo a su masa molecular. La concentracion de proteinas utilizadas de

cada fraccidn se muestra a continuacion:

Tabla 7. Concentracion de proteinas utilizada de cada fraccion para los geles de acrilamida al 10 y 15%.

Fraccioén Concentracion de proteinas
(ng/uL)
2.85
0.26
0.21
1.63
2.86
2.13
1.47
1.45
2.24
0.05

O 00 3 N Li A W N —

—_
=

El perfil electroforético y el andlisis de las bandas proteicas notorias de cada fraccion

obtenida se muestra a continuacion en la Fig. 18 y Tabla 8 respectivamente:
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Fig. 18. Analisis SDS-PAGE de las fracciones parcialmente purificadas por HPLC de fase reversa con
geles al (A) 10% y (B) 15% de acrilamida. Marcadores moleculares GE Healthcare; los carriles 1 al 10
corresponden a las fracciones parcialmente purificada.

Tabla 8. Identificacion de las bandas notorias de las fracciones parcialmente purificadas por HPLC de fase
reversa.

Bandas notorias

Fraccién No. total de bandas (masa molecular en kDa)
1 0 -
2 0 -
3 2 50, 60
4 1 95
5 6 45, 100, 120, 150, 250, >250
6 6 45, 50, 100, 150, 250, >250
7 8 12,17, 20, 30, 100, 150, 250, >250
8 8 15, 30, 32, 50, 100, 140, 250, >250
9 8 12, 14,17, 18, 25, 50,100, >250
10 3 27,45,>250
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Las fracciones 1 y 2 no presentaron bandas proteicas visibles en ambos geles.

Las fracciones 7, 8 y 9 presentaron el mayor numero de bandas, con un total de 8,
seguidas de la fraccion 5y 6 con 6 bandas, la fraccion 10 con 3 bandas, la fraccion 3 con 2

bandas y finalmente la fraccion 4 con una sola banda.

Las fracciones 7, 8 y 9 son las que presentaron mayor nimero de bandas de menor masa
molecular, mientras que las demds fracciones presentan un perfil mas amplio de bandas

proteicas.

Todas las fracciones, con excepcion de las fracciones 1, 2 3 y 4, presentan bandas
mayores a 250 kDa por lo que al parecer este método cromatografico no es el mas adecuado

para el fraccionamiento correcto de las proteinas mas grandes de este veneno.
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5.3. Identificacion de los efectos neurotoxicos mediante

bioensayos con cangrejos

Se utilizaron cangrejos de la especie C. maenas. En este bioensayo solo se probaron las
fracciones que tuvieron actividad sobre los nAChR del subtipo muscular, es decir, las

fracciones 4, 5y 9.

Las reacciones y tiempos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 9. Reacciones provocadas por las fracciones 4, 5 y 9 en los bioensayos con cangrejos C. maenas.

Reaccion Tiempo
Fraccion 4 Fraccion 5  Fraccion 9
Incoordinacion motora Inmediata Inmediata Inmediata
Estiramiento de patas Ss - -

Como se observa en la Tabla 9, las fracciones solo provocaron incoordinacion motora y
estiramiento de patas en este bioensayo, a diferencia del extracto crudo que provocod un

mayor nimero de reacciones (Tabla 4).
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6. Caracterizacion

purificadas

6.3.

electrofisiologica

de

Evaluacion electrofisiologica

las fracciones

parcialmente

Las fracciones 4, 5 y 9 presentaron actividad sobre los nAChR del subtipo muscular en

la evaluacion.

Su identificacion en el fraccionamiento por HPLC de fase reversa se muestra en la Fig.

20:

Absorbancia (220nm)
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Fracgion 6
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Fig. 19. Cromatograma de la purificacion del extracto crudo por HPLC utilizando una columna Vydac Cig de
fase reversa indicando las fracciones con que presentaron actividad en los nAChR del subtipo muscular fetal
(color gris). La columna se eluyd utilizando un gradiente lineal de 5% a 95% de la soluciéon B a un flujo 1
mL/min por 90 min, donde la solucién A: 0.1% v/v TFA en agua, y la solucion B: 0.09% v/v TFA en 90% v/v

en ACN acuoso.

Las fracciones 4 y 5 son picos mayoritarios con tiempos de retencion entre los 26 y

28 min. Por su parte, la fraccion 9 es parte de otro grupo de fracciones siendo la inica que

presentd actividad sobre los nAChR. Su tiempo de retencion fue de 48 min. Las tres

fracciones con actividad provocaron un bloqueo de las corrientes generadas por ACh. Las

caracteristicas y porcentajes de bloqueo se presentan a continuacion para cada fraccion.
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La fraccion 4 provocod un bloqueo de las corrientes mediadas por los nAChR
musculares. El bloqueo fue reversible de manera inmediata al restaurar el flujo de solucion

NDO96 y fue visible al aplicar el pulso de ACh después del baiio estatico.

(A) Control 5 min Lavado
o e (o

Frd4 15 pg/ulL

Control 5 min Lavado

LI o am

Fr4 30 pg/pL
1 min
43 nA

Control 5min Lavado

e

Frd 45 pg/uL

202 |m|n

nA

Fig. 20. Bloqueo provocado por la fraccion 4 sobre los nAChRs. (A) 15 ug/uL provocd un bloqueo del 27%,
(B) 30 pg/uL provocd un bloqueo del 50% y (C) 45 pg/uL provoco un bloqueo del 96%. Las flechas indican
el bloqueo de las corrientes al aplicar el primer pulso de ACh 1 uM después del bafio estatico de 5 min.
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La fraccioén 5 provocd un bloqueo reversible inmediato de las corrientes generadas
por ACh. Sin embargo, esta fraccion también afectd la integridad de la membrana de los
ovocitos probados, ya que como se aprecia en los tres paneles de la Fig. 21, ninguno de los
trazos control se mantuvo en los valores 6ptimos del control después del bano estatico de 5
min (flechas punteadas). El efecto reversible inmediato so6lo se puede apreciar en los
paneles A y B, ya que en el panel C el dafio a la membrana del ovocito fue tan severo que
su recuperacion fue muy lenta como si se tratara de un efecto reversible paulatino o como si
no hubiera recuperacion del todo. Incluso, en algunas ocasiones, la mayor concentracion

probada, 76.5 ng/uL, provoco la muerte del ovocito.

Los porcentajes de bloqueo con cada concentracion utilizada de esta fraccion se

presentan a continuacion:
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Control

(A) lmr-

(B) Control

(C) Control

*

.
5 min Lavado A
Fr5 25.5pg/ul 1 min
13 nA |
A’
5 min Lavado
1 min
Fr5 51 pg/ul 12nA |
o*
min W
1 min
Fr5 76.5ug/pL : 5 284nA

Fig. 21. Bloqueo provocado por la fraccion 5 sobre los nAChRs. (A) 25.5 pg/uL provocd un bloqueo del
22%, (B) 51 pg/uL provocd un bloqueo del 38% y (C) 76.5 pg/uL provocd un bloqueo del 87%. Las flechas
continuas indican la aplicacion del primer pulso de ACh 1 uM después del bafio estatico de 5 min. Las flechas
punteadas indican las variaciones en los trazos control reflejando el dafio de la membrana provocado por esta

fraccion.
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La fraccion 9 provocd un bloqueo, el cual fue reversible de manera inmediata al

restaurar el flujo de solucion ND96 y aplicar el pulso de ACh.

(A) Control 5min Lavado
Fr9 6pug/uL
1 min
13 nA |
Control 5 min Lavado

(B) W W

Fr9 12 pug/ul

(C) Control 5 min Lavado

SR |

nA

Fig. 22. Bloqueo provocado por la fraccion 9 sobre los nAChRs. (A) 6 pg/pL provocod un bloqueo del 22%,
(B) 12 pg/uL provocd un bloqueo del 36% y (C) 18 pg/uL provoco un bloqueo del 72%. Las flechas indican
el bloqueo de las corrientes al aplicar el primer pulso de ACh 1 uM después del bafio estatico de 5 min.

51



En la Tabla 10 se resumen los porcentajes de inhibicion provocados por las

diferentes concentraciones probadas de la fraccion 4, 5y 9:

Tabla 10. Inhibicion de las corrientes provocada por las fracciones 4, 5 y 9 en las corrientes mediadas
por los nAChR de subtipo muscular.

Concentracion Inhibicién de corriente

Fraccion (ug/ul) (%)
15 27
4 30 50
45 96
25.5 22
5 51 38
76.5 87
6 22
9 12 36
18 72

Con estos datos se realizo la curva dosis — respuesta de las fracciones, la cual se

muestra a continuacion:

® Craccion4
80- B Fracciénb
A Fraccién9

Bloqueo (%)

Ll Ll
0.5 1.0 15 20
Log [proteinas totales (ng/uL) ]

Fig. 23. Curvas dosis — respuesta del bloqueo provocado por las fracciones 4, 5 y 9 sobre los nAChR del
subtipo muscular fetal. Cada punto corresponde a ensayos realizados en tres ovocitos de manera
independiente.
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Con la curva dosis-respuesta se calcularon los valores de concentracion media
inhibitoria (ICsg) para cada fraccion. Sin embargo, estos valores son s6lo aproximaciones

ya que las fracciones no son puras.

La fraccion 4 tuvo un valor I1Csy estimado de 37.80 pg/uL. Esta fraccion provoco el
mayor porcentaje de bloqueo de las corrientes el cual fue del 96% al aplicar 45 pg/uL de

esta fraccion.

Por su parte, la fraccion 9 fue la que presentd mayor actividad sobre los nAChR ya
que su ICsy fue la menor de las tres fracciones, cuyo valor se estimé en 15.53 pg/uL. El
maximo bloqueo obtenido con esta fraccion fue del 72% aplicando 18 pg/ul de esta

fraccion.

Finalmente la fraccion 5 fue la que presentd menor actividad sobre los nAChR, ya

que su ICsy fue el mas alto calculado en 66.77 pg/uL.
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6.4. Ensayos de competencia por los sitios de union de ACh

La toxina de coralillo utilizada como control es un antagonista competitivo en los
nAChR del subtipo muscular fetal, ya que actua especificamente en los sitios de unién para

la ACh.

En este ensayo, 1.5 pM de la toxina de coralillo provoco un bloqueo del 98% de las

corrientes generadas por ACh 1 uM después de un bafio estatico de 5 min. Dicho bloqueo

fue reversible pero de forma paulatina como se muestra en la Fig. 24:

Control 10 min Lavado
[ H r
1 )
Txn coralillo 1.5 pM

1 min

1347 nA |

Fig. 24. Bloqueo de las corrientes provocado por la toxina de coralillo 1.5 uM aplicada en bafio estatico por 5
min. La flecha indica el bloqueo de la corriente al aplicar el primer pulso de ACh después del bafio estatico.

Los resultados de la preincubacion de las fracciones en los receptores y la aplicacion

posterior de la toxina de coralillo se muestran a continuacion:
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(A)  Control 10 min Lavado

Fr4 45 pg/ul
1 min

+ 201 nA |

Txn coralillo 1.5 pM

Control 10 min Lavado

(B) | [ ]

Fr5 76.5 ug/uL 1 min

+ 112 nA |

Txn coralillo 1.5 pM

(C) : Control 10 min Lavado
Fr9 18 pg/ulL
+ .
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Txn coralillo 1.5 pM 1385 nA |

Fig. 25. Ensayo de competencia por los sitios de union de ACh en los nAChR. (A) Al colocar 45 pg/uL de la
fraccion 4 y 1.5 uM de la toxina de coralillo se provocé un bloqueo del 98%, (B) con 76.5 ug/uL de la
fraccion 5y 1.5 uM de la toxina de coralillo se obtuvo un bloqueo del 97% y (C) 18 pg/uL de la fraccion 9 y
1.5 uM de la toxina de coralillo provocé un bloqueo del 99% de las corrientes generadas por ACh 1 uM. Las
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flechas indican la primera corriente generada al aplicar por el pulso de ACh 1 pM después de los 10 min de
bafio estatico.

Como se observa en la Fig. 25, en los tres casos el bloqueo fue reversible de manera
paulatina y tuvo un promedio de inhibicion del 98%. Sin embargo, este bloqueo
corresponde al efecto caracterizado para la toxina de coralillo (Fig. 24). Por lo tanto, las
fracciones 4, 5 y 9 no fueron capaces de bloquear la unioén de la toxina de coralillo a pesar

de su preincubacion en los receptores por 5 min.
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DISCUSION

Me¢étodos de extraccion y almacenaje del veneno

La extraccion del veneno de Aurelia aurita se realizo a partir del margen tentacular

completo, ya que es una zona corporal con una alta concentracion de nematocistos [5].

Algunas proteinas del tejido tentacular pudieron ser liberadas en la
homogeneizacion del margen completo. Sin embargo, los perfiles proteicos del veneno
obtenidos por este método [47] coinciden con los obtenidos de nematocistos aislados [42,

46).

Ademas, con este método se han obtenido un gran nimero de neurotoxinas del
margen tentacular de otros cnidarios como de anémonas de las especies Anthopleura sp.
[59, 60], Parasicyonis actinostoloides [61] y Bunodosoma granulifera [62], asi como de la

cubomedusa Carybdea marsupialis [9] y de la medusa Chrysaora quinquecirrha [27].

Para la preservacion de las propiedades toxicas del veneno fue de suma importancia
el uso de inhibidores de proteasas durante su extraccion dada la naturaleza proteica del
extracto crudo [9, 47 63]. De esta manera, se evité la degradacion de los compuestos

peptidicos y ayudé a mantener las propiedades toxicas del veneno por mas tiempo [63].

Ademas, la liofilizacion y congelacion a -70°C resultaron ser los mejores métodos
para el almacenamiento y preservacion del extracto crudo y las fracciones parcialmente

purificadas [16, 18, 64].
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Purificacion del extracto crudo y perfiles electroforéticos

El veneno de A. aurita present6 un rango proteico entre los 10 y 250 kDa (Figs. 18 y
19). Este mismo perfil ha sido reportado por Radwan et al. (2001) [42], Segura-Puertas et
al. (2002) [47] y Helmholz et al. (2010) [46] para esta especie, y se encuentra dentro del
rango de los perfiles proteicos del veneno de otros organismos de la clase Scyphozoa [17,

18, 65, 66].

En este trabajo, no fue posible la purificacion del veneno de A. aurita por exclusion
molecular utilizando el medio Sephadex G-200, ya que no hubo una correcta separacion de
los componentes del veneno (Figs. 7 y 8). Sin embargo, en otro trabajo se obtuvieron

fracciones menores a 65 kDa utilizando medios de exclusion molecular similares [42].

De igual manera, en este trabajo tampoco fue posible el fraccionamiento del veneno
por cromatografia de intercambio i6nico (Fig. 9 a 14 y Tabla 2). En contraste, Segura-
Puertas et al. (2002) [47] logrd la obtencidon de dos bandas proteicas de 45 y 66 kDa del
veneno de esta medusa utilizando los medios de exclusion molecular Sephadex G-200 y G-

100, asi como el intercambiador anionico DEAE Sephadex A-25.

Las condiciones cromatograficas pudieron ser un factor importante para la
purificacion del veneno de A. awrita, ya que la preparacion de las soluciones
amortiguadoras, los parametros de equilibrio y elucion de las columnas pudieron afectar la
estabilidad de las proteinas del veneno o anular su interaccion con la fase estacionaria de

las columnas [10, 63, 67]. Ademas, la composiciéon idénea de las soluciones
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amortiguadoras de equilibrio y elucion de las columnas depende del punto isoeléctrico de

las proteinas de la muestra, dato que atin se desconoce para el veneno de A. aurita.

Asimismo, los compuestos proteicos de la muestra pudieron interaccionar entre
ellos formando agregados insolubles, los cuales no pudieron ser fraccionados correctamente

[10, 67].

Finalmente, el veneno de 4. aurita pudo fraccionarse por el método cromatografico
HPLC de fase reversa con base en las propiedades hidrofobicas de sus compuestos

proteicos [68].

Los perfiles electroforéticos de los 10 picos obtenidos permitieron la identificacion
de las bandas proteicas de cada fraccion (Fig. 18). La comparacion de estas bandas se
analizé en geles con diferentes concentraciones de acrilamida ya que esta variacion permite
una mejor resolucion de las bandas proteicas de acuerdo a su masa molecular [69]. De esta
manera, el gel de acrilamida al 10% presentd una mejor resolucion de las proteinas de
mayor masa molecular, mientras que el gel al 15% permiti6 una mejor resolucion de las

proteinas de menor masa molecular (Fig. 18 y 19; Tabla 8).

Las fracciones 1 y 2 no presentaron bandas proteicas en ambos geles, como se
observa en las Figs. 18 y 19. La fraccion 1 muy probablemente no presentd bandas
proteicas visibles debido a una alta concentracidon de proteinas de masa molecular muy baja
las cuales no fueron retenidas en los geles (Tabla 8) [69] o a una alta concentracion de sales
y otros componentes no proteicos que provocaron una alta lectura en el sistema de
deteccion UV del cromatografo.
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Por su parte, la fraccion 2 corresponde a un pico muy pequeio del fraccionamiento
del veneno (Fig. 19) con una concentracion de proteinas muy baja (0.26 pg/uL), por lo que
¢éstas probablemente no fueron visibles en los geles de acrilamida al tefiir con azul de
Coomasie. Por esta razon, se sugiere utilizar la tincién con plata ya que es un método con
mayor sensibilidad para la deteccion de péptidos y proteinas en geles de poliacrilamida

[70].

Todas las demas fracciones presentaron perfiles proteicos diferentes, pero al parecer
las bandas de mayor masa molecular (superiores a los 250 kDa) se presentan en todos los
carriles, lo que indica que el fraccionamiento con HPLC de fase reversa no fue adecuado
para la separacion de los componentes proteicos mas grandes del veneno de esta medusa

(Figs. 18 y 19), en gran medida por el tamafio de particula empleada en la columna.

En contraste, este fraccionamiento fue efectivo para la separacion de los
componentes proteicos de menor masa molecular, dado que las fracciones presentaron

diferentes bandas proteicas entre los 10 y 250 kDa.

Esta técnica cromatografica ha resultado sumamente 1til en el fraccionamiento de
otros compuestos proteicos pequefios como toxinas vasoconstrictoras (15 y 20 kDa), y
hemolisinas (30 kDa) del coral de fuego Millepora complanata [24] y neurotoxinas de
caracoles del género Conus (del3a = ~3kDa y dil6a = ~5kDa) [71, 72] y de la anémona

Bundosoma granulifera (GRX=4.9 kDa) [62], por citar algunos ejemplos.

Aunque algunas fracciones del veneno de 4. aurita parecen compartir ciertas bandas
proteicas intermedias (~15, ~20 y ~50 kDa), no es posible realizar esta comparacion con
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certeza ya que puede resultar subjetiva al no poder apreciar a simple vista con este método

las pequefias variaciones en las masas moleculares de los componentes.

Asimismo estas bandas pueden corresponder a un mismo compuesto proteico con
alguna modificacion post — traduccional lo que le confiere ligeras variaciones en su masa
molecular y en sus tiempos de elucion, como lo reportado por Lopez-Vera (2007) [73] al
aislar dos a-conotoxinas, SrIA y SrIB, del veneno del caracol Conus spurius. El péptido
Srl1A, presentd una carboxilacion en los dos residuos de glutamato en su secuencia de
aminoacidos, por lo que este péptido tuvo una mayor masa molecular y un menor tiempo de

retencion en su fraccionamiento por HPLC de fase reversa [73].

En cualquier caso, es necesaria la repurificacion de las fracciones para obtener los
compuestos proteicos lo mas puros posibles, ya que s6lo de esta manera se pueden

determinar sus masas moleculares con exactitud [69].

Son pocos los compuestos proteicos puros obtenidos del veneno de organismos de

la Clase Scyphozoa debido a las dificultades en su purificacion y andlisis [15, 16, 17, 18].

Uno de los compuestos puros que se han logrado obtener corresponde a una
glicoproteina citotoxica obtenida del veneno de la medusa Cyanea lamarckii, la cual fue
purificada por cromatografia de afinidad en lectina. Este compuesto presentd una masa

molecular de 6.85 kDa determinada por la técnica de MALDI-TOF [11].

Otro compuesto peptidico puro fue obtenido del cuerpo de la medusa 4. aurita, el
cual se purific6 por HPLC con una columna Macrosphere-300 C;3 de fase reversa y

presentd una masa molecular de 4.29 kDa determinada con la técnica MALDI-MS [68].
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Aunque este compuesto no se obtuvo del veneno de los nematocistos, sus caracteristicas
estructurales son de gran importancia para el estudio de las toxinas de los cnidarios, ya que
presenta una estructura muy similar a una toxina bloqueadora de canales de potasio (HmK)

purificada del veneno de la anémona Heteractis magnifica [68].

El fraccionamiento del veneno de 4. aurita por HPLC de fase reversa permitio
conocer el rendimiento de este método cromatografico, el cual se determind por la
concentracion de proteinas de las fracciones obtenidas. Los resultados muestran que los
rendimientos mas altos fueron del 16.74% y 16.78% para las fracciones 1 y 5
respectivamente, mientras que el mas bajo fue de 0.10% para la fracciéon 10 (Fig. 17). Esto
indica que después del fraccionamiento y de los procesos de concentracion, los
rendimientos de las fracciones obtenidas fueron bajos, ya que se situaron en el rango de
0.10% a 16.7% como maximo. Ademas, el porcentaje de recuperacion final fue del 60%,
por lo que el resto del material inyectado inicialmente se perdid en el proceso de
fraccionamiento (Fig. 17). Este bajo porcentaje de recuperacion complica la caracterizacion
y repurificacion de las fracciones obtenidas, ya que la cantidad de material serd menor

conforme aumente el numero de pasos en la purificacion.

Este bajo rendimiento puede estar relacionado con una baja concentracion de
proteinas en las fracciones obtenidas o a la absorcion de ciertas proteinas en el medio
utilizado en las columnas, como lo reporta Brinkman y Burnell (2008) al purificar dos
hemolisinas del veneno de la cubomedusa Chironex fleckeri con porcentajes de

recuperacion menores al 14% [10].
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Evaluacion electrofisiologica de las fracciones parcialmente purificadas

Se utilizaron nAChR del subtipo muscular fetal dado que estos receptores son los
que se esperaria encontrar en el sistema muscular de larvas de peces, crustaceos y moluscos

los cuales constituyen el alimento de 4. aurita [47].

La presencia de nAChR del subtipo muscular en peces y moluscos se ha inferido de
la actividad que otras toxinas de origen animal han tenido sobre estos receptores [39]. Uno
de los mejores ejemplos son las a3/5-, a4/7-, aA- y w-conotoxinas, las cuales tienen una
actividad antagonista bien caracterizada sobre este tipo de receptores en peces y moluscos
los cuales también constituyen las presas de algunos caracoles marinos [39]. Ademas, se ha
reportado que el sistema locomotor de algunos cangrejos decapodos es sensible a ACh y

esta activado por motoneuronas del subtipo nicotinico y muscarinico [51, 52].

Las fracciones 4, 5 y 9 provocaron un bloqueo reversible de las corrientes mediadas
por los nAChR del subtipo muscular fetal. Estas fracciones presentaron caracteristicas muy
diferentes entre ellas, ya que las fracciones 4 y 5 correspondieron a compuestos hidrofilicos
y de gran masa molecular, mientras que los compuestos de la fraccion 9 resultaron ser mas

hidrofobicos y de menor masa molecular (Tabla 5 y Fig. 19).

La identificacion del compuesto proteico que provoco el bloqueo de estos receptores
no es posible dada la falta de pureza de las fracciones obtenidas, asi como la posibilidad de
que el efecto neurotdxico sea provocado por uno o varios compuestos proteicos del veneno

[73].
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La cinética de disociacion observada en la evaluacion electrofisioldgica indicd que
el efecto inhibitorio de las fracciones es reversible de manera inmediata al restaurar el
lavado de las membranas de los ovocitos (Figs. 21, 22 y 23). Este fendmeno puede deberse
a una baja concentracion de las proteinas contenidas en las fracciones probadas asi como a

una baja afinidad por el receptor [74, 75].

La baja afinidad de las fracciones por los sitios de unién a la ACh en estos
receptores se corrobord en el ensayo de competencia, ya a pesar de su preincubacién en los
receptores por 5 min, no fueron capaces de competir por estos sitios ante una toxina

antagonista competitiva como la toxina de coralillo (Fig. 25).

Por lo tanto, la rapida reversibilidad del efecto de bloqueo y la baja afinidad de las
fracciones por los sitios de union a ACh, ponen en evidencia que sus mecanismos de accion
son muy similares a un efecto antagonista no-competitivo en este tipo de receptores [74, 76,

77].

Aunque no es posible asegurar el mecanismo de accion de estas fracciones, su
efecto puede estar relacionado con un bloqueo del poro del receptor o con una modificacién
alostérica que provoca cambios conformacionales que resultan finalmente en el cierre del

receptor [76].

Algunos ejemplos de otras toxinas bloqueadoras con efecto antagonista no-
competitivo y reversible sobre los nAChRs son la neurotoxina neosurugatoxina (NSTX),
obtenida del molusco Babylonia japonica, la cual presentd una bloqueo de nAChR en la
motoneurona D¢ de insectos [74], asi como la a-conotoxina ImlII obtenida del caracol Conus
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imperialis, la cual bloque6 el poro del receptor a-7 nAChR de rata y su disociacion

completa ocurrié en menos de 5 min [75].

En cuanto a los posibles sitios de unién de las toxinas bloqueadoras con efecto
antagonista no-competitivo y reversible sobre los nAChRs se encuentra el sitio propuesto
para las w-conotoxinas, PIIE y PIIF, purificadas del veneno del caracol Conus
purpurascens. Estas conotoxinas presentaron una actividad antagonista no-competitiva en
nAChR del subtipo muscular de rayas Torpedo y de raton expresados en ovocitos de X.
laevis, con un periodo de disociacion de 5 a 7 min [77, 78]. Se ha propuesto que debido a la
gran similitud entre las y-conotoxinas y las u-conotoxinas (bloqueadoras de canales de Na"
voltaje-dependientes), uno de los posibles mecanismos de accion de las y-conotoxinas

puede ser su unidn en el extremo extracelular del poro del receptor [77].

Los valores de ICsy calculados para las fracciones parcialmente purificadas del
veneno de A. aurita fueron aproximaciones debido a la falta de pureza. Sin embargo, con
estos valores (Fig. 23) y los porcentajes de bloqueo (Tabla 10) fue posible determinar que
la fraccion 9 fue la que presentdé mayor actividad sobre estos receptores (ICsp=15.53

ng/ul), cuyo efecto fue aproximadamente el doble que el de la fraccion 4 (37.80 pg/pl) y

cuatro veces mayor que el de la fraccion 5 (66.77 pg/uL).

Ademas de provocar un bloqueo en los nAChR, la fraccidén 5 provoco una alteracion
en la integridad de la membrana de los ovocitos (Fig. 21), la cual puede estar asociada con
la actividad fosfolipasa A2 que se ha reportado para el veneno de A. aurita [13, 42]. Sin

embargo, aunque esta actividad solo se identificé claramente en esta fraccion, no es posible
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descartar que el resto de las fracciones también presenten esta actividad enzimatica a pesar

de no ser detectada con la caracterizacion en ovocitos.

En la identificacion de efectos neurotdxicos, el extracto crudo provocd un mayor
nimero de reacciones que las fracciones parcialmente purificadas en los bioensayos con

cangrejos (Tablas 4y 9).

La ausencia de todas las reacciones del efecto neurotoxico se puede explicar por la
baja concentracion de proteinas de las fracciones obtenidas (Tabla 8), por la pérdida de
actividad toxica debido al el tiempo de almacenaje [17], por la influencia de los métodos de
concentracion y condiciones cromatograficas a las que se sometié la muestra [9, 67] 0
debido al fraccionamiento de las toxinas que pudieron estar actuando de manera

cooperativa (sinergismo) para provocar el efecto neurotéxico [12].

Al realizar la primera evaluacion de las fracciones, se presentd6 un problema
metodologico con los tubos de plastico utilizados en su recolecciéon ya que todas las
fracciones presentaron actividad sobre los receptores. Esta actividad se presentod
nuevamente al realizar un control de los tubos con diferentes concentraciones de ACN
liofilizadas a sequedad, por lo que al parecer los tubos desprendieron algiin material que
provoco un bloqueo en los receptores o el ACN no fue eliminado totalmente durante la

liofilizacion.

Debido a esto, se utilizaron otros tubos eppendorf de plastico (MTC-150, 1.5 mL) y
tubos de vidrio para la recoleccion y liofilizacion de las fracciones obtenidas. Por esta
razon, es importante realizar un control previo de los tubos para evitar un problema similar.
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CONCLUSIONES

e Los dos nematocistos identificados en el margen tentacular de ejemplares adultos

de Aurelia aurita fueron heterodtricos microbasicos euriteles y atricos isorrizas.

e FEl veneno de los nematocistos se extrajo por los métodos de adicion de agua
desionizada, ciclos de congelacion-descongelacion y homogenizacion del margen

tentacular completo.

e El extracto crudo se fracciono parcialmente por cromatografia HPLC utilizando una
columna analitica Vydac C;g de fase reversa con un gradiente lineal de 5% a 95%
de la soluciéon B a un flujo 1 mL/min por 90 min. Se obtuvieron 10 picos

mayoritarios.

e La cuantificacion del extracto crudo y de las fracciones parcialmente purificadas se

realiz6 por los métodos de Bradford y Lowry.

e FEl extracto crudo y las fracciones parcialmente purificadas mostraron un rango de
proteinas entre los 10 y 250 kDa utilizando geles de acrilamida al 10%, 12% y 15%
por el método SDS-PAGE de Laemmli.

e FEl efecto neurotoxico del extracto crudo provocod incoordinaciéon motora,
estiramiento de patas, espasmos, paralisis flacida y muerte; mientras que las
fracciones con actividad en los nAChR musculares provocaron incoordinacion

motora y estiramiento de patas en los cangrejos utilizados en los bioensayos.

e Las fracciones parcialmente purificadas provocaron un bloqueo de las corrientes
mediadas por nAChR del subtipo muscular fetal. Este efecto antagonista fue
no-competitivo ya que las fracciones no impidieron la uniéon de una toxina
antagonista competitiva. La mayor actividad sobre estos receptores la presento la

fraccion 9, seguida de la fraccion 4 y finalmente la fraccion 5.
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ANEXOS

ANEXO 1. Preparacion de soluciones, geles y soluciones amortiguadoras

Obtencion del extracto crudo

< Inhibidor de proteasas:

1 tableta por cada 10 mL de muestra

Electroforesis
o Geles:

Geles de resolucion

Compuesto 10% 12% 15%
Agua desionizada 41mL 335mL 2.33mL
1.5 M Tris pH 8.8 25mL 25mL  2.5mL
10% (w/v) SDS stock 100 uL 100 uL 100 puL
Acrilamida/Bis (30% stock) 33mL  4.0mL 5mL
APS (persulfato de amonio) 50ul 50uL 50 uLb
TEMED ((N,N,N’,N’tetrametilenetilendamina) 5 pL S5uL 5uL
Gel de empacamiento
Compuesto 4%
Agua desionizada 6.1 mL
0.5 M Tris pH 8.8 2.5 mL
10% (w/v) SDS stock 100 uL
Acrilamida/Bis (30% stock) 1.3 mL
APS (persulfato de amonio) 50 uL
TEMED ((N,N,N’,N tetrametilenetilendamina) 10 uL
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S Tampodn de carga:

¢ Agua desionizada

¢ 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

+ Qlicerol

* 10% (w/v) SDS

¢ 0.5% (w/v) azulbromofenol

¢ 2- Mercaptoetanol

3.55mL
1.25 mL
2.5mL
2.0 mL
0.2 mL

500 uL

< Solucion amortiguadora de corrimiento (10X), pH 8.3:

+ Tris base
+ Qlicina
* SDS

Disueltoen 1 L

< Solucidén para tincion:

+ Coomassie Blue R-250

* Metanol
* Acido acético

¢ Agua desionizada

30.3 ¢
144 g

10g

025¢g
225 mL
46 mL

230 mL

Mezclar por 15 min, filtrar y guardar a temperatura ambiente

< Solucién para destefiir:

* Metanol

400 mL
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+ Acido acético 100 mL

¢ Agua desionizada 500 mL

Cromatografia por exclusién molecular

< Solucién amortiguadora de fosfatos de sodio 10 mM, pH 7.0:

A partir de una solucién stock 1M de fosfato monobdasico y una solucion 1M de
fosfato dibasico, tomar los siguientes volimenes de cada una de ellas para llevarlos
apH 7.0:

¢ 1 M Fosfato monobasico 42.3 mL

+ 1 M Fosfato dibasico 57.7 mL

Tomar 10 mL de esta solucion y llevar a 1 litro.

Cromatografia de intercambio i6nico

< Solucion amortiguadora de acetato de amonio:
Stock 1M:
¢ Acetato de amonio 77.08 g

Ajustar pH con éacido acético o hidroxido de sodio y llevar a 1 litro.

< Solucién amortiguadora de fosfatos de sodio 0.05 M, pH 7.1:

A partir de una solucién stock 1M de fosfato monobdsico y una solucion 1M de
fosfato dibasico, tomar los siguientes volimenes de cada una de ellas para llevarlos
apH7.1:

¢ 1 M Fosfato monobasico 31.6 mL

+ 1 M Fosfato dibasico 68.4 mL

Tomar 50 mL de esta solucion y llevar a 1 litro.
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Para 1 M NaCl, se agregd 58.48 gr de NaCl en 1 L de la solucién amortiguadora
utilizada.

HPLC de fase reversa

< Solucion A:
1 mL de TFA en 1 L de agua grado HPLC
< Solucion B:

850 uL de TFA + 900 mL de ACN + 99.15 mL de agua grado HPLC

Obtencion de ovocitos

2 Solucién OR-2 (20X), pH 7.1 — 7.7

¢ NaCl 192.8 g
+ KCI 6.0 g
+ MgCl, 6H,0 8.0¢g
+ HEPES 48.0 g

Ajustar pH con 10 N NaOH y llevar a 2 litros. Esterilizar en autoclave.

Se separaran 50 mL de esta solucion y se le adicionan 35 mg de colagenasa.

2 Solucion ND96 (20x):

¢+ NaCl 2244 g
+ KCI 59¢g
¢+ MgCl, 6H,O 82¢g

+ CaCl, 2H,0 10.6 g

Disolver en 2 L de agua nanopura. Esterilizar en autoclave.
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Se separan 500 mL de esta solucion y se le adicionan 625 pL de gentamicina.

< Soluciéon HEPES (20X), pH 7.1 — 7.5:

¢+ HEPES 476 ¢

¢ Ajustar pH con 10N NaOH y llevar a 2 litros. Esterilizar en autoclave.
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ANEXO II. Estadios de desarrollo de ovocitos de Xenopus laevis

Tabla 11. Caracteristicas de los estadios de ovocitos de X. laevis. Modificado de Dumont, 1972 [79].

ESTADIO

TAMANO

) APARIENCIA GENERAL

Pre-vitelogénico I

Citoplasma transparente; nucleo y masa

502300 mitocondrial claramente visible

Temprano II

I

Vitelogénico Medio

v

Tardio \Y

Citoplasma translicido al inicio, blanco y
opaco después ; nticleo y masa
mitocondrial visible al inicio del Estadio
I

300 a 450

Se distingue la pigmentacion - café claro
al inicio, negruzco uniforme después; area
de union al ovario ligeramente
pigmentada

450 a 600

Hemisferios vegetal y animal se

600 a 1000 . ! .
comienzan a diferenciar

Hemisferios claramente delineados en la
zona ecuatorial; hemisferio animal de

1000 a 1200 ,
color café claro

Post-vitelogénico VI

1200 a 1300 Banda ecuatorial sin pigmento

Fig. 26. Estadios de desarrollo de
ovocitos de Xenopus laevis.
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