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RESUMEN 

La actividad biológica del veneno de la medusa Cassiopea xamachana (ex) fue 

caracterizada utilizando técnicas electrofisiológicas y ensayo de hemólisis. Las toxinas 

responsables de la actividad fueron parcialmente purificadas utilizando diversos 

métodos bioquímicos. Para esto, fueron estandarizados tres métodos de extracción del 

veneno de ex, para los tres extractos fue determinada la actividad biológica en dos 

modelos celulares: 1) hemólisis en eritrocitos humanos y de oveja, y 2) actividad 

eléctrica en ovocito de Xenopus laevis. El veneno de ex produjo hemólisis en ambas 

especies, siendo mas potente en los eritrocitos de humano. El estudio electrofisiológico 

mostré 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 la 

membrana. Dos de los componentes de la respuesta no se presentaron en todas las 

células, el primero correspondió con la apertura de canales catiónicos inespecíficos que 

provocan una corriente rápida (2.2 ± 0.8 s) y lisa que se inactivó aún en presencia del 

veneno. El segundo componente fue una corriente oscilatoria con características 

similares a la producida por la apertura de canales de cr dependiente de Ca2
+ 

intracelular (ICJlCa). El tercer componente que fue generado en todos los ovocitos 

estudiados fue debido a la apertura de canales catiónicos inespecíficos provocando una 

corriente lisa, con un curso temporal lento (25.74 ± 0.9 s) que fue llamada lcx. La 

amplitud de la corriente lex fue dependiente de la concentración del veneno. lex tuvo un 

potencial de inversión de -10.3± 0.4 mV, el cual sugirió una vía de selectividad no 

específica. Esto último fue confirmado con estudios de sustitución iónica. Los resultados 

apoyan la idea de que el mecanismo de activación de lex involucra la apertura de 

canales nativos del ovocito. Un estudio comparativo con tres de los canales catiónicos 

endógenos más importantes presentes en ovocito (i.e., 1. hemicanales de uniones 

comunicantes, 2. canales sensibles a ouabaina activados por palitoxina, y 3. canales 

mecanosensibles) mostró que lex podría corresponder con la apertura de canales 

mecanosensibles o con la activación de un canal catiónico aún no descrito. El estudio 

bioquímico del veneno de ex sugirió principalmente cuatro cosas: 1) las sustancias 

bioactivas fueron de naturaleza peptídica, 2) el veneno crudo presentó al menos dos 

hemolisinas, 3) la toxina que evocó lex tiene carga neta positiva a pH 7, Y 4} en su 

actividad podrían estar participando mas de una entidad molecular. 
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ABSTRACT 

Venom of the jellyfish Cassiopea xamachana (Cx) was extracled 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 ex venom 

produced hemolysis in both species, and was more potent toward human red blood 

cells. The electrophysiological study showed that the ex 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 chloride channels dependent on an increase of intracellular ca2+ 
(lc/(Ga). 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 lex. 

The amplitude of the lex current was dependent on the venom concentration. lex 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 lex was the opening of a native cationic channel in the oocytes. A 

comparative study with three distinct endogenous cationic channels present in the 

oocyte membrane (Le, 1. hemi-gap-junction channels, 2. mechanosensitive channels, 

and 3. the ouabain-sensitive channel activated by palytoxin), showed that lex might 

correspond to opening of mechanosensitive channels or to activation of an unknown 

cationic channel. The biochemical study of the ex 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 lcx has a net positive charge, and 4) that more than 

one molecular entity may contribute to its activity. 
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INTRODUCCiÓN 

----------



Los animales venenosos como las serpientes, una gran variedad de 

artrópodos 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 interactúan con diferentes componentes 

de la membrana celular, teniendo como blancos a moléculas membrana les 

importantes funcionalmente tales como: canales iónicos, receptores, fosfolipidos 

y otras (Kem et al., 1990; Norton, 1991; Adams y Olivera, 1994; Bemheimer y 

Rudy, 1986; Othman y Bumett, 1990; Rottini et al., 1995, Bumett et al., 1995, 

Bumett, 1990, Blumenthal, 1995; Rappuoli y Montecucco, 1997). Esta interacción 

ha permitido que las toxinas sean utilizadas como poderosas herramientas en el 

propio estudio de las moléculas sobre las que actúan, ayudando a definir también 

eventos y mecanismos moleculares en los que están involucradas. Además, la 

importancia de los efectos que pueden ejercer sobre la función membranal ha 

permitido desarrollar estrategias para usarlas 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 actúa como una 

barrera de permeabilidad selectiva. Su estructura básica está determinada 

principalmente por lipidos y protelnas, también contiene una importante cantidad 

de agua, diferentes iones y carbohidratos. Los IIpidos que forman a la membrana 

son de naturaleza anfipática, debido a la presencia de una región polar hidrofilica 

la cual está orientada hacia las interfases acuosas (Le., citosol y medio 

extracelular), y una región no polar hidrofóbica localizada entre los polos 

hidrofllicos. Esta anfipatia les permite a los lipidos adquirir la configuración de 

bicapa descrita para esta estructura celular. 

Los lipidos de membrana son de tres tipos principalmente: fosfollpidos, 

esfingollpidos y lipidos neutros. Los primeros son los más abundantes y en la 

mayorla 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 ácido graso y constituyen a una ceramida. Cuando el 

grupo alcohol de la esfingosina es esterificado con fosforilcolina forma a la 
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esfingomielina. De este modo, todos los esfingollpidos tienen dos cadenas largas 

hidrocarbonadas hidrofóbicas en un extremo y una región hidrofílica en el otro. 

Dentro de los IIpidos neutros el colesterol, molécula más pequefla que las 

anteriores y menos antipática, es la mejor representada en las células eucariontes 

y juega un papel fundamental en la fluidez de la membrana. Como veremos más 

adelante la composición 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 especialización celular. Estas proteinas 

han sido divididas principalmente en dos grupos. Al primero pertenecen aquellas 

que atraviesan la bicapa lipídica, conocidas como proteínas transmembranales, en 

este grupo de proteínas se encuentran por ejemplo, ATPasas, canales iónicos y 

receptores. Al segundo tipo pertenecen las proteínas que se asocian directamente 

a alguno de los IIpidos de la misma, pero que no poseen un segmento 

transmembranal, por ejemplo las proteínas G. El tipo de asociación de una 

proteína con la bicapa lipídica depende de forma importante de la estructura de la 

proteína, y en especial de sus áreas hidrofóbicas e hidrofllicas, por ejemplo, las 

proteinas transmembranales tienen un mayor numero de regiones hidrofóbicas 

que forman a los segmentos que atraviesan la bicapa. 

Las proteínas de membrana tienen un papel central en varios procesos, 

entre otros: a) el intercambio de información con el medio extracelular, b) los 

procesos que median las interacciones entre las células, c) procesamiento de 

señales intracelulares a través de las membranas que conforman los diferentes 

compartimientos citosólicos, y d) la generación de compuestos macroenergéticos 

necesarios para el metabolismo celular. Estos fenómenos 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 

transducción de señales a través de receptores membranales a hormonas, 

neurotransmisores y factores de crecimiento, y la generación de segundos 

mensajeros que regulan vi as metabólicas importantes de la función celular. 
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Es por lo tanto evidente que efectos provocados por toxinas que interactúan 

con los componentes de membrana podrian ser significativos, ya que lograrian 

alterar de diversas formas los mecanismos celulares mencionados. 

Están descritos diferentes mecanismos de interacción de las toxinas 

producidas por animales marinos con la membrana celular. Dos grupos son 

importantes en el contexto del presente trabajo. 1. Al primer grupo pertenecen las 

toxinas que tienen actividad directa sobre proteinas de membrana como canales 

iónicos y receptores. 11. Al segundo grupo pertenecen las toxinas citoliticas que se 

unen a lipidos alterando la permeabilidad de la membrana. 

1. Toxinas con actividad sobre proteínas de membrana. 

Una de las estrategias mas utilizadas por las toxinas de origen animal es el 

bloquear o alterar la comunicación celular que se lleva 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 rápida, que es 

importante, sobre todo para aquellos organismos camivoros sésiles, rastreros y 

algunos pelágicos que habitan el océano. Esta estrategia se basa principalmente 

en la unión toxina-canal o toxina-receptor, que interfiere con las funciones 

neuronales y/o musculares. 

Está 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 iónicos, b) las que bloquean el flujo de 

iones a través del poro del canal, y c) aquellas toxinas que actúan 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 

iónicos y receptores. 

Uno de los ejemplos más representativos y de gran interés en neurobiologia, 

es la tetrodotoxina (TIX) y su relación con los canales de Na + en células 

excitables. El nombre de TIX hace referencia al pez tetrodóntido del que fue 

aislada, sin embargo, actualmente se encuentra en debate el origen de esta toxina 
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ya que también se atribuye su síntesis a Shewanella a/gae 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 disparo del potencial de acción en células 

excitables. A partir de estos estudios y utilizando a la TTX como herramienta 

experimental, se generó un campo amplio de investigación en donde diversos 

grupos han participado y que muestran, por ejemplo, la estructura y especificidad 

de la toxina, los sitios de unión en el canal (Catteral et al., 1992; Blumenthal, 

1995), y los procesos fisiológicos y biofisicos que están implicados en esta unión. 

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 unión para diferentes toxinas en la subunidad a del canal de Na+. Estos sitios 

son: a) el sitio de unión de la tetrodotoxina (TTX) y saxitoxina (SXT) que bloquea 

el paso de Na> (Catteral et al., 1992), b) un sitio que provoca activación 

persistente estabilizando la forma abierta del canal, este sitio interactúa con 

moléculas lipofilicas como los alcaloides batraciotoxina, veratridina y 

guayanotoxina, asi como la ciguatoxina y la brevetoxina (Catteral et al., 1992; 

Norton, 1991), c) la unión de diferentes polipéptidos aislados de escorpiones (a

toxinas) y de anémonas de mar como la ATXII aislada de la Anemonia su/cata 

(Norton, 1991; Catteral et al., 1992; y Mantegazza et al., 1998) a un sitio 

especifico provoca el retraso en la inactivación del canal, y d) el sitio sobre el que 

actúa el grupo al que pertenecen las ~-toxinas de escorpión que alteran la 

dependencia al voltaje del proceso de la inactivación 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 Ca2+. Por ello, 

actualmente entre las mejores herramientas utilizadas para diferenciar los 

diferentes subtipos de estos canales destacan las ro-conotoxinas, por ejemplo, las 

roGVIA y roGVIIA, neurotoxinas paralizantes aisladas de! gasterópodo Conus 
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geographus (Olivera et al., 1994) que bloquean canales de Ca+2 neuronales del 

subtipo N (Olivera et al., 1994; Bowersox y Luther, 1998). 

CclUliJ pre-sindr;ttC<=I 

Célula post-slnaptica 

Figura 1. Esquema de una slnapsis qulmica mostrando ejemplos de los 
canales lónlcos y receptores que sirven como blanco de diferentes toxinas de 
origen marino 
Tetrodotoxina (rrX) aislada de un pez tetrodóntido, saxitoxina (SxTX) y maitotoxina 
(Mtx) aisladas de dinoflagelados. BgK, ShK, y AsK, toxinas aisladas de anémonas. 
Ol-conotoxinas, a-conotoxinas y conantokinas aisladas de gasterópodos. GTS-21 
aislada de nemertinos. Modificado de Rappuoli y Montecucco (1997). 

Otras toxinas tienen actividad sobre canales de K+. Por ejemplo, pequenos 

péptidos (35 a 37 residuos), con secuencias homólogas, bloquean canales de K+ 

dependientes de voltaje en diferentes tipos celulares, estos péptidos han sido 
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aislados de diferentes géneros de anémonas, como la BgK aislada de 

Bunodosoma granulifera, la 5hK de Stichodactyla helianthus, y la AsK de 

Anemonia su/cata (Dauplais et al., 1997; Cotton et al.,1997). También se han 

estudiado extractos de anémonas que bloquean canales de K+ dependientes de 

Ca2+ (Garateix et al., 2000; Pennington, et al., 1997). 

Entre las toxinas que se unen a diferentes receptores se encuentra la GT5-

21 aislada de los gusanos marinos llamados nemertinos, esta toxina es agonista 

del receptor-canal de acetilcolina U7 pero débilmente antagonista de los Il4lh 

(Kem, 2000). Además, se han purificado y caracterizado toxinas que bloquean 

receptores a glutamato como las llamadas conantokinas (Olivera y 5teel, 1997; 

Hammerland et al., 1992). 

Han sido descritos otros mecanismos de interacción de las toxinas aisladas de 

organismos marinos con proteínas 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 carial catiónico inespecífico (Wang 

y Horisberger, 1997). Otro ejemplo lo representa la maitotoxina producida por el 

dinoflagelado Gambierdiscus toxicus que parece activar y quizá promover la 

inserción de canales catiónicos inespecíficos en la membrana celular e 

incrementa el nivel de Ca2+ intracelular (Weber et al., 2000; Bielfeld-Ackermann et 

al., 1998; Martinez et al., 1999). Por último, a partir de dinoflagelados simbiontes 

del género Symbiodinium se han aislado metabolitos secundarios como la 

simbioramida, un activador de la Ca2+-ATPasa en reticulo sarcoplásmico 

(Kobayashi et al., 1988). 

De estos estudios es evidente que la diversidad en las interacciones con la 

membrana celular confiere a las toxinas naturales un potencial invaluable como 

herramientas en la investigación, ya que han demostrado ser moléculas claves 

para elucidar diferentes procesos fisiológicos celulares gracias a su alta 

selectividad y potencia; asi como para identificar, purificar y caracterizar proteínas 

de membrana ayudando a entender los detalles moleculares de su estructura y 

función. 
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La complejidad de la mayoría de los procesos celulares se atribuye a la 

amplia diversidad de proteínas de membrana que son expresadas en diferentes 

células. Esta diversidad ha surgido a través de varios mecanismos conocidos, 

como lo es la expresión de genes homólogos, el corte y empalme (splicing) 

alternativo y la edición de RNA que generan isoformas moleculares con diferentes 

propiedades farmacológicas, bioquímicas y fisiológicas. Esto, entre otros motivos, 

fundamenta el incremento en los últimos afios de la búsqueda de toxinas 

altamente selectivas, para un estudio detallado de ambas moléculas: las toxinas y 

sus blancos biológicos. 

11. Toxinas citolíticas que alteran la permeabilidad de la membrana. 

Las membranas biológicas forman un ambiente compartamentalizado que 

mantiene la integridad celular, y además, en organismos unicelulares es una 

barrera protectora cuando éstos se encuentran con ambientes hostiles, no es 

sorprendente entonces, que el rompimiento o alteración 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 membrana les 

proteínicos, 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 interacción de las citolisinas con la membrana celular está dada 

principalmente por dos mecanismos: a) Las citolisinas catalíticas, y b) las 

citolisinas que forman poros en la membrana . 

a) Las citolisinas catalíticas. A este grupo pertenecen un tipo de toxinas con 

actividad de fosfolipasas (enzimas capaces de hidrolizar a los fosfolípidos). Estas 
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toxinas alteran la permeabilidad y/o la estructura de la membrana celular por 

cambios químicos debido a su actividad enzimática (Hessinger, 1988; Rowe y 

Welch, 1994). Se han estudiado citolisinas inhibidas por esfingomielina que 

forman canales acuosos por degradación directa de fosfolípidos mediante la 

activación de fosfolipasa A2 y la consecuente liberación de ácido araquidónico 

(Galettis y Norton, 1990). Toxinas con actividad de fosfolipasas inhibidas por 

esfingomielina han sido aisladas de venenos de artrópodos 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 formación 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 C/ostridium 

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 citolítica disminuye cuando 

se agrega colesterol al medio. La formación del poro comienza cuando la citolisina 

monomérica se une en la superficie de la membrana al colesterol, estudios de 

mutagénesis y modificaciones químicas sugieren que el sitio de enlace es en un 

motivo rico en triptofano y un residuo de cisteína de la toxina. Así, esta toxina se 

concentra en las zonas de la membrana ricas en colesterol promoviendo la 

oligomerización de monómeros, los oligómeros entonces forman un arco o anillo y 

se insertan en la membrana hasta atravesarla formando el poro (Fig. 2A). Otro 

modelo de acción se propone para la ex-toxina de Staphylococcus aureus en 

donde se asume a la toxina como un monómero soluble, con sus regiones N- y C

terminales conectados por un asa flexible rica en glicina. Este monómero, se 

enlaza a la membrana celular comúnmente a través de fosfatidilcolina o colesterol. 

Posteriormente, a través de un proceso dependiente de la temperatura. diferentes 

monómeros se oligomerizan formando un hexámero anfifílico, y finalmente, el 
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oligómero se inserta en la membrana hasta atravesarla formando un canal 

transmembranal. El poro formado deja pasar iones y pequeñas moléculas hasta 

un PM aproximado de 2000 (Manestrina y Ferreras 1997; Fig. 2 B). A partir de la 

caracterización de la citolisina aislada de la anémona Metridium senile 

(Bernheimer et al., 1979), llamada metridiolisina, el estudio de citolisinas 

formadoras de poros e inhibidas por colesterol, se ha incrementado 

considerablemente en los últimos años en diferentes especies de anémonas y en 

otros organismos del phylum Cnidaria (Bernheimer y RUdy, 1986; Alvarez 1998; 

Anderluh et al.,1999). Sin embargo, el mecanismo de acción detallado a nivel 

molecular de estas toxinas aún no es entendido por completo. 

Gracias a sus propiedades líticas, estas toxinas se han utilizado como 

herramientas biológicas para permeabilizar diversos tipos de células y organelos, 

y de esta forma, analizar diferentes funciones del metabolismo celular (Alouf, 

1997). Debido a la actividad citotóxica se ha sugerido su uso terapéutico, por 

ejemplo proponiendo el diseño de conjugados moleculares acoplados a la 

citolisina unida a una molécula que reconozca específicamente 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 transmisión sináptica, por ejemplo, en la 

recaptura de GABA y colina (Khoo et al., 1995), y en la liberación de 

neurotransmisores como el glutamato (Migues et al., 1999). 
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Figura 2. Esquema de dos modelos propuestos para la formación de poros en 
la membrana celular por citolisinas 
A) las toxinas monoméricas se unen al colesterol en la superficie de la membrana, 
los mon6meros se oligomerizan y la inserci6n 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) la toxina se asume como un mon6mero 
soluble con sus regiones N- y C- terminales, conectados por un asa (A) flexible rica 
en glicina. 2) En un mecanismo independiente de la temperatura, el monómero se 
enlaza a la membrana celular comúnmente a través de fosfatidilcolina o colesterol. 
3) A través de un proceso dependiente de la temperatura, diferentes mon6meros se 
oligomerizan formando un hexámero anflfilico. 4) El 0lig6mero se inserta en la 
membrana hasta atravesarla formando un canal transmembranal . 5) Poro que deja 
pasar iones y pequeflas 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 búsqueda 

de toxinas, es el Cnidaria. Este phylum contiene al mayor número de especies 

tóxicas de todos los phyla de animales, han sido descritas mas de 10,000 

especies (Kem, 1988a). Los organismos pertenecientes a este grupo son 

principalmente marinos, solo algunos hidrozoos son dulceacuícolas. Su 

distribución es preferentemente en la región tropical (Bames y Rupert, 1996). 

Los cnidarios están divididos en cuatro clases: 1) Hydrozoa, al que 

pertenecen las hidras, el organismo marino mejor conocido de esta clase es la 

Physalia physalis, comúnmente llamada fragata portuguesa; 2) Schyphozoa, 

grupo formado por las llamadas medusas verdaderas; 3) Cubozoa, constituída por 

pequenas medusas en forma de campana llamadas en inglés "boxjellies" y 4) 

Anthozoa, clase a la que pertenecen los organismos sésiles conocidos como 

corales y anémonas (Bames y Rupert, 1996). 

Los Cnidarios son los únicos animales que presentan células especializadas 

llamadas cnidocitos (Fig. 3A), estas células generan y secretan pequenas 

cápsulas de díferentes 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 función principal de los nematocistos es ayudar en la 

captura de la presa inyectando el veneno que está contenido dentro de las 

cápsulas. 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 tentáculos, las regiones oral y estomacal y la 

epidermis, con base en su morfología han sido descritos diferentes tipos. Los 

cnida pueden ser estructuralmente similares de una especie a otra, sin embargo, 

la composición del veneno puede ser muy diferente. 
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Cnidocilio 
Filamento Estiletes 

Nematocisto 

A B c 

Figura 3. Nematocisto 
A) cnidocito, B) nematocisto cargado y e) nematocisto descargado. 

Modificado de Nielsen (1995) 

Experimentalmente, los estímulos quimicos, mecánicos, osmóticos 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 mayoría de los estudios sugieren que 

la descarga (Fig. 4) de los cnida in situ, bajo condiciones naturales, requiere 

principalmente de los estímulos químicos y mecánicos (Rifkin et al., 1996 ). 

Figura 4. Descarga del nematocisto 
a) nematocisto cargado 
b) el opérculo se abre y los estiletes 

rompen el tegumento 
e) los estiletes se retraen y el filamento 

seevagina 
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 biológica en diversos 

sistemas (Endean et al., 1993; Nagai et al., 2000 a y 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 proteínas 

con una amplia gama de actividad. Por ejemplo, algunas tienen actividad 

enzimática como: colagenasas, proteasas, elastasas, fosfolipasas y nucleasas 

(Pong-Prayoon et al., 1991). Otras, por diferentes mecanismos moleculares, 

presentan actividad neurotóxica (Norton, 1991; Endean et al., 1993), miotóxica 

(Shyrock y Bianchi, 1983; Endean et al., 1993), cardiotóxica (Ho et al., 1987; 

Norton et al., 1990), citotóxica (Houck et al., 1996; Carli et al., 1996), 

vasodilatadora y vasoconstrictora (Loredo et al., 1986; Nagase et al., 1987), 

hemolítica y/o citolitica (Klung et al., 1988; Cariello et al., 1988; Othman y 

Burnett, 1990; Rottini et al., 1995; Allavena et al., 1998), entre otras. 

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 composición del veneno. Se ha observado que la mezcla de las 

diferentes sustancias en el veneno de los nematocistos pueden producir severas 

reacciones tóxicas sistémicas, crónicas y/o locales como dermatonecrosis, 

espasmos vasculares, dolor ligero, urticaria, inflamación, dolor agudo, anafilaxis y 

en algunos casos pueden llegar a ser letales, como lo es el veneno del cubozoo 

Chironex fleckerii uno de los más potentes reportados en animales (Burnett et al., 

1995; Bloom et al., 1998). 

Existe un gran número de especies de cnidarios descritas e incluso están 

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 cnidarios que habitan los ecosistemas marinos 

mexicanos ha sido escasamente estudiado. Estos animales son fuente potencial 

de sustancias con diferentes mecanismos de actividad biológica, asi como de 

nuevas y diferentes estructuras moleculares. 
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Evaluación de la actividad biológica 

Cada vez se hace de mayor importancia utilizar diferentes estrategias de 

búsqueda de la actividad toxicológica 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: 1. Análisis de la actividad eléctrica en 

ovocitos de Xenopus laevis, y 11. Análisis de la actividad hemolítica. 

1. Análisis de la actividad eléctrica en ovocitos de Xenopus laevis. 

Los ovocitos y folículos (el ovocito en comunicación con sus células 

foliculares) de Xenopus laevis debido a su tamaf\o (aproximadamente 1.2 mm de 

diámetro) y disponibilidad, permiten ser estudiados con mayor facilidad que otras 

células aisladas. Contienen una gran diversidad de canales iónicos y receptores 

nativos que responden a diferentes neurotransmisores, hormonas y péptidos. 

Además, es un sistema en el cual se pueden expresar receptores y proteínas de 

membrana de diferentes tejidos a partir de la inyección de mRNA o cONA 

exógeno (Miledi et al., 1989a; Goldin y Sumikawa 1992; Arellano et al., 1996). 

El foliculo ovárico 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 colágena. La membrana basal marca una separación entre las 

células foliculares y los tejidos de la teca en donde se encuentran fibroblastos y 

vasos sanguíneos. La última capa celular, la más externa del folículo es el epitelio 

interno (Oumont, 1972; Fig. 5). 

Las respuestas eléctricas nativas en ovocito de Xenopus están divididas en 

corrientes iónicas que requieren de la presencia de célu!as foliculares (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 desfoliculados (Tabla 1). 

Cop .. del tejido 
ov6rtco 

EpItelio lmemo 

Toca 

Membrana basal 

C61ula foUcularea 

Capa vitelina 

Ovoclto 

Figura 5. Esquema que muestra las diferentes capas que rodean al ovocito de 
Xenopus laevls 
El folículo consiste de cinco distintas capas celulares y no celulares que rodean al 

ovocito. El acoplamiento eléctrico y metabólico que se mantiene entre las células 
foliculares y el ovocito es a través de uniones comunicantes. También se ilustran 
algunos ejemplos de canales iónicos y receptores con diferentes mecanismos de 
activación. El sombreado indica los espacios extracelulares: BV, vasos sanguíneos; 
GJC, uniones comunicantes; G, proteína G; AC, adelinato ciclasa; PKA, proteína 
cinasa A; PLC, fosfolipasa C; FSH, hormona foliculo estimulante; NA, 
noradrenalina, AII, angiotensina 11; 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 activación: 

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) Activación de receptores acoplados a proteínas G que vía adenilato ciclasa 

(AC) estimulan la síntesis de cAMP activando a su vez canales selectivos a K+ o 

er (Miledi y Woodward 1989; Arellano y Miledi 1993, 1994). Este mecanismo es 

activado por sustancias transmisoras como dopamina, noradrenalina, adenosina 

(Fig. 60), hormona folículo estimulante (Fig. 6E), Y prostaglandinas, entre otros 

(Arellano et al., 1996). 

Tabla l. Respuestas electrofisiol6gicas nativas caracterizadas en ovocitos 

desfoliculados de Xenopus laevls 

Principal Ion Propiedades del canal Referencias 
Na+ -Activados por despolarización 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 Ba2+ 131,101 
-Canales de K+ (lsK minK) 155 

Ca"+ -Dependientes de voltaje (T o.,) 45,132,112 
- Activados por el vaciado de 

175,97,63,47 reservorios intracelulares (Ieroe) 

Cati6nicos -Mecanosensibles (IMs) 66, 178, 173, 174 
No selectivos -Hemicanales de uniones 12,50, 177 

comunicantes (Id 
-Inducidos por palitoxina 165 
-Permeables a NH: 30,31 
-Inducidos por maitotoxina 20, 169 

cr -Activado por Ca·+'. ICI(C8) (oscilatoria, 13, 113 
Tin, Y To..>. 

133,91 -Inducidos por hiperpolarizaci6n 

Agua 1,150 

b) Activación de receptores acoplados a proteínas G, las cuales estimulan a la 

fosfolipasa e (PLC) aumentando la síntesis de IP3 y provocando la liberación de 

calcio intracelular que a su vez activa canales de er dependientes de ea2
+ 

(Kusano et al., 1982; Miledi Y Parker 1984; Oron et al., 1985). Esta cadena de 

eventos puede ser activada a través de la estimulación de receptores especificos 

a sustancias cómo acetilcolina (Kusano et al., 1982; Fig. 6A Y B), un factor de 
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suero, angiotensina 11 y cationes divalentes (Miledi et al., 1989b; Tigyi et al., 1990; 

Woodward y Miledi, 1991). 

2) Activación de diversos canales dependientes de voltaje; por ejemplo, de Ca2+ 

(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 remoción de cationes divalentes 

del medio externo entre otros (Arellano et al., 1995; ver Fig.6C). 

A ACh B ACh -

D 
cAMP-K 

-NA 

e 

L E 

Remoción del ea" 
extracelular 

cAMP-K 

-FSH 

Figura 6. Registros electrofisiológicos caracteristlcos de respuestas a 
diferentes agonistas y condiciones experimentales en ovocito de Xenopus 
'sevls 
Utilizando la técnica de fijación de voltaje con dos microeleclrodos (ver sección de 

métodos). A) y B) Corrientes complejas de cr que incluyen componentes 
independientes de Ca2

+ (Fin" Sin) Y dependientes de Ca2
+ (JC/~:o) producidas por 

ACh; C) Corriente catiónica inespecífica llamada le, producida por la remoción de 
Ca2+ extracelular. D) y E) Corrientes de K+ activados por cAMP producido por la 
aplicación de noradrenalina (NA) y hormona folfculo estimulante (FSH). Se 
aplicaron pulsos periódicos 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 J.tA (C). (Modificado de Arellano et al., 1996). 
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Las respuestas electrofisiológicas que permiten ser evaluadas para 

determinar la actividad de diferentes toxinas son características del agonista 

aplicado o de las condiciones experimentales utilizadas, algunos ejemplos se 

muestran en la figura 6. 

Actividad hemolítica 

Dentro de los métodos más usados para el estudio de la interacción de 

toxinas con lípidos, y otras moléculas asociadas a éstos, se encuentra la 

evaluación de la presencia de actividad citolítica, utilizando principalmente el 

modelo de lisis de eritrocitos en diferentes especies de mamlferos. Las 

hemolisinas, nombre de las toxinas que tienen la capacidad de romper eritrocitos, 

se encuentran en una amplia diversidad de organismos. 

Los eritrocitos de mamífero no tienen núcleo ni membranas intracelulares, 

básicamente son células que transportan hemoglobina. La membrana del 

eritrocito es homogénea, al parecer sus proteínas están mas o menos 

uniformemente distribuidas en el plano de la membrana sin grandes zonas 

especializadas; la protelna mayoritaria es la llamada banda 3 que forma un canal 

intercambiador de HC03" y cr ésta puede llegar a constituir hasta un 30 % del 

total de proteínas de la membrana del eritrocito. La composición de los lípidos 

membranales es variable dependiendo de la especie (Voet y Voet, 1995). 

Independientemente del significado biológico de la hemólisis, ésta es una 

actividad biológica que representa un método sencillo y cuantitativo para detectar 

la presencia de citolisinas (Rowe y Welch, 1994). Brinda diferentes ventajas, cómo 

por ejemplo, la disponibilidad de los eritrocitos y el mantenimiento de éstos es 

relativamente fácil, la propia hemoglobina funciona como marcador, y se ha 

demostrado que sustancias líticas para otros tipos celulares, también afectan a los 

eritrocitos. Asl, 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 citotóxica que está asociada a las hemolisinas 

(Bernheimer, 1988). 
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La hemólisis o "porcentaje de hemólisis" 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 ópticas de la reacción completa de la 

mezcla en función del tiempo, ya sea por absorbencia o dispersión de luz, y c) 

contando en un hemocitómetro el número de eritrocitos que permanecen después 

de un periodo de tiempo seguido a la aplicación del agente lítico (Bernheimer, 

1988). 

La importancia in vivo de la lisis de células sanguíneas por las hemolisinas 

no es clara, sin embargo, especialmente en cnidarios, la principal función de las 

citolisinas parece ser el rompimiento del integumento de la presa o depredador y 

podrfan estar participando en la digestión (Kem, 1988a). 
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ANTECEDENTES 



En el Mar Caribe mexicano podemos encontrar un gran número de 

invertebrados marinos, entre ellos los que pertenecen al phylum Cnidaria. En el 

inicio del presente estudio, la falta de infonnación acerca de los compuestos 

bioactivos de estos organismos hizo necesaria la exploración de diferentes 

especies. De esta fonna fueron exploradas inicialmente las posibles actividades 

electrofisiológicas y hemolíticas de extractos de las siguientes medusas: Linuche 

unguiculata, Carybdea alata y Cassiopea xamachana. La anemona Condylactis 

gigantea, los hidrocorales Mil/epora complanata y Mil/epora alcicomis. Partiendo 

de los resultados de esta exploración, abundancia y distribución de la especie, asi 

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 investigación de esta naturaleza 

depende en gran medida de la identificación taxonómica de la especie con la que 

se está trabajando. Por otro lado, el conocimiento de la biologia y observación de 

los hábitos del organismo ayudan a dirigir el estudio de la bioactividad de las 

sustancias que produce. Con este propósito, a continuación se describen 

brevemente las caracteristicas biológicas y antecedentes de estudios bioquimicos 

y de bioactividad de la medusa Cassiopea xamachana. 

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

Clasificación y hábitos 

Phylum 
Clase 
Orden 
Familia 
Género 

Cnidaria 
Scyphozoa 
Rhizostomeae 
Cassiopeidae 
Cassiopea 
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Los cnidarios presentan dos formas corporales características, el pólipo y la 

medusa (Fig. 7). Típicamente el pólipo es sésil, su cuerpo es cillndrico con el 

extremo oral dirigido hacia arriba y el extremo opuesto fijo al sustrato (Sames 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 está 

restringida a un pequeño estado sésil. Todas las medusas, se asemejan más o 

menos a una sombrilla invertida, plato, disco o campana que se le llama umbrela. 

Son muy conspicuas por su talla y coloración, normalmente miden de 2 a 40 cm 

de diámetro y a menudo se encuentran en la playa después de vientos fuertes o 

mal tiempo. A este grupo pertenecen las llamadas 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 (Sames y Rupert, 1996). 

Al 

Pólipo 

Boca Bl 

~-- Tentéculos 

L---Mesog!ea 

L-.-- Gastrodermis --_ 

~-- Epidennis ~_-.J 

Cavidad gastrovascular 

Medusa 

Figura 7. Anatomía general de un cnidario 
Modificado de Sames y Rupert (1996). 

gastrovascular 

Tentécuio 
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Las diferencias anatómicas 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 gónadas. 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 gástricos. Los 

filamentos contienen enzimas digestivas y nematocistos. El sistema marginal o 

sensorial está formado por ondulaciones, tentáculos marginales, y órganos de los 

sentidos como el ropalio y la pedalia. El ropalio se encuentra entre cada par de 

ondulaciones y cada ropalio está compuesto por ocelos y estatocistos estos 

últimos son órganos del equilibrio (Segura-Puertas, 1984 ; Rifkin et al., 1996 ). 

Lo que caracteriza a las medusas del orden Rhizostomae de otras medusas 

es la presencia de brazos orales, estos brazos orales a diferencia de los 

tentáculos crecen a partir del margen de la boca, se ramifican y presentan 

múltiples 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 estómago; la boca primitiva desaparece como consecuencia de la 

fusión de los brazos orales, excepto en Stomolophus. Poseen de 8 a 16 ropalios, y 

pequenos apéndices filamentosos usados para capturar y paralizar a la presa. La 

mayorla son tropicales o subtropicales de aguas someras. 

El género Cassiopea en inglés coloquial es llamado comúnmente "upside 

down jellyfish" (medusa invertida) debido a la posición que adoptan en su hábitat. 

Normalmente el animal puede permanecer en el fondo con la superficie 

exumbrelar sobre el sustrato y los brazos orales hacia arriba, esta posición le 

facilita conseguir su alimento (Bames y Rupert, 1996). El 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 

25 





ramificaciones secundarias. Presenta una región oral central que se prolonga a lo 

largo de las ramificaciones primarias y secundarias, con bocas múltiples en las 

ramificaciones secundarias. Se observan apéndices en forma de filamentos que 

están asociados a las ramificaciones primarias y a la superficie de la región oral 

del disco de los brazos orales, estos últimos son más largos y presentan 

agrupaciones de nematocistos. La coloración es variable, de grisáceo 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 anatómico de Casslopea xamachana 
Individuo adulto y acercamiento del brazo oral. Modificado de Rifkin (1996). 

Cassiopea xamachana posee un pigmento azul difundido dentro de la 

porción acelular de su mesoglea. Los pigmentos de una amplia variedad de 

cnidarios son carotenoproteinas, existen varias especulaciones con respecto a su 

función, por ejemplo, parecen actuar como filtros a la luz ultravioleta (Blanquet y 

Phelan, 1986). 

De más 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 11m, clasificados como euriteles, y otros son redondos y mas pequef\os 6-9 

11m identificados como holotricos isorrizas (Golber y Taylor, 1997). 

La reacción que presentan las personas que han tenido contacto con 

Cassiopea xamachana es considerada de moderada a severa. Los sintomas 

locales en el área afectada son eritema, urticaria, generación de ámpilas, 
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hinchazón y dolor intenso. Estos pueden ir acampanados de padecimientos 

sistémicos como son calambres musculares, expectoración mucosa, dolor en las 

articulaciones, vómito y tos intensa (Halstead, 1978; Rifkin et al., 1996). 

Hábitos alimenticios 

Casi todos los cnidarios son camívoros, las medusas preferentemente tienden 

a agregarse en capas oceánicas de temperatura y salinidad discontinuas que son 

zonas donde se concentra el zooplancton. 

Algunas medusas pueden adoptar comportamiento solitario, mientras que 

otras forman grupos numerosos rodeando a las pequenas presas. Generalmente 

se alimentan moviendo sus tentáculos 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 gástricas digieren el alimento 

(Rifkin et al., 1996). 

Cassiopea xamachana en acuario puede ser alimentada con Artemia salina, 

usa movimientos del margen umbrelar y secreción 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 actúa como un 

estímulo para las vesículas orales en donde se encuentran pequenos 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 múltiples bocas (Smith, 

1936; Hickman et al., 1993). 

Cassiopea xamachana, como otras especies de cnidarios, posee 

dinoflagelados simbiontes, en este caso de la especie Symbiodinium 

microadriaficum, los cuales también le suministran algunos nutrientes por un 

mecanismo de translocación (Fitt y Trench, 1983). 
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Estudios bioquímicos y de actividad biológica 

De las cuatro clases que pertenecen al phylum Cnidaria, las toxinas aisladas 

de la clase Anthozoa han sido las más estudiadas, especialmente las de 

anémonas. De las otras tres clases que comprenden más de 4000 spp se han 

estudiado alrededor de 15 spp. 

La investigación con el veneno de scyphozoos, así como de hidrozoos y 

cubozoos (que data de hace aproximadamente 30 anos), se ha desarrollado 

lentamente debido principalmente a las siguientes razones: a) algunos animales 

no son muy abundantes, otros se encuentran en zonas muy aisladas y otros solo 

se pueden encontrar en épocas restringidas del ano; b) se requiere una gran 

cantidad de material crudo (Burnett, 1990) y c) se conoce la dificultad en la 

purificación de las toxinas activas ya que son lábiles y tienden a agregarse, 

disociarse y enlazarse con otros componentes no tóxicos del veneno o a las 

resínas utilizadas para su purificación (Othman y Burnett, 1990). A esto se puede 

agregar que poblaciones separadas geográficamente de la misma especie 

pueden presentar variantes en los componentes tóxicos del veneno (Kem, 1990). 

En el intento por purificar compuestos de estos cnidarios se han utilizado 

diversos métodos bíoquímicos como son cromatografía en columnas de filtración 

en gel, intercambio iónico e inmunoafinidad y enfoque isoeléctrico, entre otros. Sin 

embargo cada uno de ellos ha presentado problemas específicos para llegar a la 

purificación de una toxina bioactiva. S610 se puede encontrar un antecedente en la 

literatura, de una toxina citolitica purificada y parcialmente secuenciada 

proveniente de un scyphozoo (Lotan et al., 1996). 

Dentro de la bioactividad producida por el extracto crudo proveniente de 

nematocistos de diferentes especies, podemos mencionar los siguientes 

ejemplos: de Physa/ia physa/is ha sido estudiado el bloqueo reversible de las 

respuestas provocadas por glutamato en neuronas del gasterópodo Zachrysia 

guanensis y del acocil Cambarus clarl<ii (Mas et al., 1989), la entrada de Ca2
- en 

varias lineas celulares (L-929, GH4C1, FRL) Y células embrionarias de corazón de 

pollo (Edwards y Hessinger, 2000), y la actividad hemolítica debida a una proteína 

lábil con un tamano molecular de aproximadamente 240 000 Da (Bernheimer y 
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Rudy, 1986). En los cubozoos, ha sido estudiada la vasoconstricción producida en 

músculo liso arterial por el veneno de Carybdea rasfonní (Azuma et al., 1986); se 

han encontrado toxinas hemolíticas para células de diferentes mamlferos en 

Carybdea marsupíalís (Rottini et al., 1995) y Chíronex fleckeri (Bemheimer y Rudy, 

1986; Calton y Burnett, 1988). De las medusas que pertenecen al grupo de 

scyphozoos se han estudiado también diversas actividades biológicas, por 

ejemplo, la despolarización irreversible del músculo de rana debida a un aumento 

de permeabilidad a iones de Na+ por el veneno de Aurelía sp (Kihara et al., 1988), 

citotoxicidad y hemólisis en Rhízosfoma pulmo (Carli, et. al., 1996, Cariello et al., 

1988). El veneno de Chrysaora sp abre canales catiónicos permeables a Na+, 

K+,Cs+ y U+, en tejido neuronal de rana (Dubois et al., 1983). 

De la composición y bioactividad del veneno producido por el schyphozoo 

Cassíopea xamachana, se ha descrito actividad enzimática anticolinesterasica 

debida a sustancias no peptídicas de bajo peso molecular (Karlsson et al., 1991). 

Recientemente reportamos la actividad hemolítica en eritrocitos humanos inhibida 

por colesterol, gangliósidos y fosfatidilcolina, actividad de fosfolipasa A2, actividad 

dermonecrótica y vasopermeabilidad de diferentes fracciones de una 

cromatografía de filtración molecular. La letalidad reportada en ratones es de 1.6 

mg Kg-1 determinada con protelna del extracto crudo de los brazos orales 

(Radwan et al., 2001). 
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HIPOTESIS 

El veneno de los Cnidarios como la medusa Cassíopea xamachana posee 

toxinas con actividad biológica. La base molecular de los efectos de las toxinas 

reside en su interacción con componentes de la membrana celular. 

OBJETIVOS 

1) Determinar la actividad biológica del extracto de la medusa Cassíopea 

xamachana utilizando métodos electrofisiológicos y análisis de su 

capacidad hemolitica. 

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

Xenopus laevís 

3) Extracción, caracterización química, y purificación parcial de la{s) toxina{s) 

bioactivas. 
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MÉTODOS 



RECOLECTA 

La recolecta, identificación y extracción de las sustancias biológicamente 

activas producidas por animales marinos son pasos extremadamente criticas para 

su investigación. Inicialmente no se conoce la concentración 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 área de recolecta no es accesible; además, en esta situación es importante 

considerar evitar la sobrrecolecta que podria resultar nociva para la población de 

los organismos. Por otro lado, especímenes de poblaciones separadas 

geográficamente y de diferente temporada del año, 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 número suficiente para todo el estudio en una sola recolecta, o b) 

analizar la actividad biológica 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 ecológicos en 

los que habitan diferentes especies de invertebrados marinos del phylum Cnidaria. 

La búsqueda y recolecta de los organismos estudiados en este trabajo se realizó 

en lagunas arrecifales y lagunas costeras del Estado de Quintana Roo utilizando 

técnicas sencillas con redes de mano desde la embarcación, y buceo libre o 

autónomo dependiendo del espécimen. 

Los ejemplares de Cassiopea xamachana (que será llamada ex) fueron 

colectados en las lagunas de Bojórquez (latitud 21°31' I longitud 86°44'), Xel-ha 

(20°24' I 87°18'), X'Caret (20°34' I 87°07') Y Chankanaab (20°26' I 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 las lagunas de Sojorquez, 
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 año, con la finalidad de identificar alguna posible variación en la 

composición de sustancias bioactivas producidas por diferencias en el hábitat y 

estacionalidad. Las medusas fueron mantenidas durante un máximo de 15 dlas en 

estanques con agua de mar, alimentándolos con Arlemia salina; durante este 

periodo se identificaron taxonómica mente y se hicieron observaciones de sus 

hábitos alimenticios. 

EXTRACCiÓN DEL VENENO 

Los puntos esenciales a considerar para la obtención de un extracto de 

cnidarios son: 1) preservar la potencia de la actividad biológica; 2) minimizar el 

contenido de sales, y 3) separar a los nematocistos de otros componentes 

celulares (Sumett, 1992). 
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En esta investigación, fueron utilizadas 3 estrategias diferentes para la 

preparación de los extractos de ex. Las estrategias fueron modificadas de 

métodos previamente publicados considerando algunas necesidades especiales 

al trabajar con esta medusa. 

Los extractos fueron obtenidos por: a) I~ trituración del tejido completo de los 

brazos orales, b) la recuperación de la secreción mucosa que produce ex, y c) la 

estimulación eléctrica facilitando as! la descarga de los nematocistos en individuos 

vivos. En la estandarización de estos métodos de extracción fue importante 

analizar el número de nematocistos presentes en las diferentes muestras y el 

porcentaje de descarga. Este análisis 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 continuación: 

a) Trituración del tejido completo de los brazos orales 

Los brazos orales de ex fueron triturados manualmente y se mantuvieron 24 

h con agua destilada a 4°C, después, fueron centrifugados a 1620 g durante 10 

min, el precipitado se recolectó y liofilizó. Este precipitado fue observado al 

microscopio y se cuantificaron los nematocistos. Estos procedimientos no 

produjeron descarga importante de los nematocistos, lo cual permitió transportar 

las muestras con los nematocistos sin descargar y así preservar la potencia de la 

actividad del veneno aún contenido en las cápsulas. 

Con el fin de inducir la descarga de estos nematocistos, el liofilizado fue 

resuspendido en agua desionizada durante 2 minutos 100 Ilg Ilr1 y centrifugado a 

1932 g durante 30 mino Los parámetros seleccionados de resuspensión y 

centrifugación fueron los óptimos para producir un mayor porcentaje de descarga 

(cuantificado por inspección microscópica) en los nematocistos sin que los 

dinoflagelados sufrieran alteraciones fisicas. El sobrenadante se recolectó y 

centrifugó nuevamente a 11,130 9 durante 15 min con el fin de disminuir las 

partículas en suspensión, finalmente la muestra fue filtrada (0.45 Ilm). Todo el 

procedimiento fue realizado a 4°C. 
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La eficiencia del método de descarga de los nematocistos por resuspensión 

y centrifugación dependió del tiempo de almacenamiento del extracto liofilizado; 

se observó que conforme pasa el tiempo, el rompimiento de las cápsulas es más 

difícil. Altemativamente, en muestras no frescas, previamente a la centrifugación, 

la descarga fue realizada por sonicación (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, tentáculos o brazos orales, 

preparados por homogenización y centrifugación de la muestra, utilizando 

diferentes parámetros de velocidad y tiempo. Entre las especies estudiadas de 

esta forma se encuentran: Chironex fleckeri (Sumett, 1992; Endean et al., 1993), 

Physalia physalis (Mas et al., 1989), Carybdea rastonni (Azuma et al., 1986), 

Stichodactyfa helianthus (Lanio et al., 2001). 

b) Secreción mucosa gue produce la medusa. 

Las ex producen una secreción mucosa cuando son sometidas a estrés o 

cuando el organismo se prepara para alimentarse. La secreción se indujo 

aplicando un estímulo mecánico que consistió en manipulación extrema de 

diferentes ejemplares de Cx, esta secreción se recolectó y liofilizó directamente. El 

liofilizado fue resuspendido durante 2 minutos en agua desionizada a 50 ll9 ¡tr1
. El 

procesamiento de este liofilizado para la descarga de los nematocistos se efectuó 

de forma similar al 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 número de 

nematocistos y toxinas con significativa actividad biológica (Garateix et al., 1995; 

Migues et al., 1999; Garateix et al., 2000). 

c) Estimulación eléctrica 

El tercer extracto fue obtenido con la aplicación de estlmulos eléctricos a Cx 

utilizando dos electrodos de carbón, el electrodo positivo se colocó en el agua yel 
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negativo en el disco de los brazos orales, y fueron aplicados estímulos eléctricos 

de 40-50 mA durante 1 minuto a una medusa colocada en un recipiente con 200 

mi de agua desionizada (método modificando de Malpezzi et al., 1993). Este 

procedimiento se realizó en 6 u 8 individuos en los mismos 200 mi de agua y 

posteriormente el agua fue liofilizada. El liofilizado fue resuspendido durante 2 

minutos en agua des ionizada 10 J.lg J.lr1, se cuantificaron nematocistos y se 

centrifugó a 11,130 g durante 15 min, finalmente el extracto fue filtrado (0.45J.1m). 

Todo el procedimiento fue realizado a 4"C. En este método tanto el choque 

eléctrico cómo el osmótico contribuyeron a la descarga de los nematocistos. La 

intensidad y el tiempo óptimos en la aplicación de los estímulos eléctricos para 

obtener el mayor número de nematocistos descargados, fueron establecidos 

considerando principalmente la fragilidad de la medusa. El número de estímulos 

eléctricos aplicados a un individuo dependió del tiempo que requiere la medusa 

para comenzar a producir la secreción mucosa como respuesta al estrés 

producido por las descargas eléctricas. 

La recuperación del veneno después de aplicar estímulos eléctricos o 

mecánicos a organismos vivos, produciendo la descarga de los nematocistos al 

medio ha sido utilizado para la cubomedusa Chironex fleckeri (Hessinger, 1988; 

Bumett, 1992) y en la anémona Bunodosoma caissarum (Malpezzi et al., 1993). 

PURIFICACiÓN DE LOS NEMATOCISTOS 

En este estudio, con el objetivo de purificar a los nematocistos 

principalmente aislándolos de tejidos y dinoflagelados simbiontes de Cx, fueron 

ensayados dos procedimientos de separación por densidad con los extractos 

provenientes de los brazos orales y de la secreción mucosa, de la forma siguiente: 

a) Resuspendiendo el liofilizado de la muestra total de Cx en agua de mar artificial 

sin Ca2+_Mg2+ (mM): NaCI 462, Na2S04 7.0, KCI 10.7 y NaHC03 2.1 pH 7.4 en 

agua desionizada y por centrifugación 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 cols. 

(1998) descrito para aislar nematocistos que se adhieren a esponjas de mar. 

b) Resuspendiendo el liofilizado de la muestra total de ex en agua de mar artificial 

sin Ca2+_Mg2+ y por centrifugación de gradientes discontinuos de sacarosa 2,4,6, 

Y 8 % a 600 g durante 10 mino 

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 estímulos aplicados durante el 

proceso de separación. Debido a esto, durante los procedimientos de purificación 

de los nematocistos fueron considerados los siguientes parámetros: a) cambios 

osmóticos, b) centrifugación, c) pH, y d) la concentración de cationes diva lentes 

extracelulares. Experimentos realizados con diferentes tipos de nematocistos, 

sugieren que el aumento en la concentración de Ca2+ intracelular está involucrado 

en su descarga (Burnett y Calton, 1986; Thorington y Hessinger, 1986; Salleo et 

al., 1994; Mire-Thibodeaux y Watson, 1993). 

La obtención de los nematocistos separándolos de tejidos ha sido posible 

también utilizando otros métodos, por ejemplo: a) por métodos mecánicos como 

filtración, en la medusa Chrysaora quinquecil1ha y en la cubomedusa Carybdea 

marsupialis (Burnett, 1992; Rottini et al., 1995), y b) por citometria de flujo en 

Physalia physalis (Burnett et al., 1986). 

ACTIVIDAD BIOLÓGICA DEL VENENO DE Cassiopea xamachana 

Análisis electrofisiológico 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 remoción de las 

cubiertas externas fueron sometidos a un tratamiento enzimáüco con colagenasa 

(Tipo 1 Sigma, 0.5 mg mr') a temperatura ambiente durante 30 min en una 

solución de Ringer Normal (RN) que contenía (en mM): NaCI 115, KCI 2, CaCI2 

1.8, N-[2-hidroxietil]piperazina-N ácido 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 

excepción de la capa vitelina. las células fueron mantenidas a 18°C en una 

solución fisiológica estéril de 8arth la cual contenía (en mM): NaCI 88, KCI 1, 

NaHC03 2.4, Ca(N03h 0.33, CaCI2 0.41, MgS04 0.82, Hepes 5, pH 7.4, 

agregando a la solución 70 f1gmr1 de gentamicina. los registros electrofisiológicos 

se realizaron en un periodo de 1-5 días después de la desfoliculación. 

Casslopea xamachana 

Extracción del veneno 

Control de vol~e 
con dos mlcroeleclrodos 

Xenopus 

Ovo citos 

L 
Registros de las 
respuestas al veneno 

Figura 11. Esquema general de la estrategia usada para determinar la actividad 
electrofisiológica del veneno de la medusa Cassiopea xamachana. 
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Fue utilizada la técnica electrofisiol6gica de control de voltaje con dos 

microelectrodos con el objetivo de medir la corriente 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 

electrofisiológica, 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 

retroalimentación. La corriente 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 ex y otras sustancias fueron aplicadas por perfusión en diferentes 

concentraciones (Fig 11). El potencial transmembranal al que fueron controlados 

fue regularmente de -60 mV, este potencial se encuentra alejado de los 

potenciales de equilibrio para K+, Na +, Ca2
+ y cr en estas células (Kusano et al., 

1982) Y permite discernir mejor las corrientes de cualquier naturaleza iónica 

producidas por diferentes estímulos. La connotación de corriente entrante está 

definida con respecto a este potencial. 

Bases jónicas de las respuestas eléctricas 

La polaridad y la amplitud de las corrientes iónicas dependen del potencial 

transmembranal y de las especies iónicas que transportan la corriente. Para 

definir la naturaleza de los iones que cruzan la membrana en las respuestas 

eléctricas encontradas, fueron realizados estudios de sustitución iónica, 

conjuntamente con el análisis del comportamiento del potencial de inversión (Ein.) 

para cada respuesta. La estimación del Ein. de un¡;¡ corriente determinada fue 

realizada de la siguiente forma: 

Bajo control de voltaje, fueron aplicados al ovocito series de pulsos de 2.6 s 

de duración 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 perfusión con RN (corriente control) y nuevamente en el pico máximo 
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de la corriente producida por el veneno u otra maniobra experimental. En el 

ejemplo de la Fig. 12 A el estimulo fue la eliminación de Ca2+ extracelular. Para 

cada pulso de voltaje, la corriente de membrana control fue restada a la generada 

durante el pico de la corriente experimental y los valores obtenidos fueron 

graficados en una curva corriente-voltaje (UJI) como la mostrada en la Fig. 12 B. 

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

estacionario (o) y proporciona curvas IIV relativamente distintas, sin embargo, 

ambas medidas de corriente proporcionan un valor de EI"v idéntico. 

El EI"v de una corriente es un parámetro importante porque depende del tipo 

y la concentración (extracelular e intracelular) de los iones que acarrean dicha 

corriente. Analizar su comportamiento en diferentes condiciones iónicas nos 

permite discernir las especies iónicas que intervienen en la respuesta. Por 

ejemplo, en un canal selectivo a un solo tipo de ión, el Eln. es igual al potencial de 

equilibrio (Eeq) para ese ión descrito por la ecuación de Nernst: 

RT log [X]e 
zF [Xl 

(1 ) 

Donde R es la constante de los gases (8.314 V CK-1mor\ T es la temperatura 

absoluta (T=273° +0C), z es la carga del ión, F es la constante de Faraday (9.648 

x 104 Crnor1
). [X]., y [Xli es la concentración del ión X extracelular e intracelular 

respectivamente. 

Los Ein. para corrientes que fluyen a través de canales que son permeables 

a más de un tipo de ión, por ejemplo el canal nicotínico, pueden ser predichos por 

ecuaciones, como la de "campo constante" de Goldrnan-Hodgkin-Katz, que toma 

en cuenta además de las concentraciones de los iones las permeabilidades para 

cada uno de ellos a través del canal (Hille, 1984). Así, el E¡n. para un canal 

permeble a Na+ y K+ esta dada por la ecuación: 
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Donde PK Y PNa corresponden a las permeabilidades de cada ión a través del 

canal. En varias condiciones experimentales la ecuación (2) es de mayor utilidad 

al expresarta en términos de la tasa de permeabilidades, la cual nos dice que tan 

permeable es un ión con respecto a otro, ecuación (3). 

RT 
LlEinv = EtnvA-EInvB = -In 

zF 

I.? [A]e 

Pe [B] e 
{3} 

En donde .6.Einv es el cambio de potencial de inversión producido por la sustitución 

del ión A por el ión B en el medio externo. 

En el presente trabajo, los Einv obtenidos de la construcción de las curvas /IV 

bajo varias condiciones iónicas fueron analizados con base en lo establecido por 

las ecuaciones (1) y (3), dependiendo si se trataba de corrientes iónicas 

acarreadas por un ión o por varios. Las sustituciones iónicas en el medio 

extracelular utilizadas incluyeron: 

a) Baja concentración de Na~, sustituyendo el NaCI de la solución RN 

equimolarmente por NMDG~ en varias proporciones 100, 75, 50, Y 25%. Además, 

otras dos soluciones sin Na~ fueron preparadas sustituyendo el NaCI en el RN por 

TEA~ o Tris~.· 

b) Alta concentración de K~, sustituyendo el NaCI de la solución de RN por KCI. 

e) Baja concentración de cr, sustituyendo el NaCI por Na2S04 (57.5 mM) en el 

RN, la osmolaridad de esta solución fue ajustada agregando sacarosa. 
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Figura 12. Relación corriente-voltaje (UV) 

B 
1 (pA) 

0.5 

- 110 

-1.0 

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 perfusión de RN. A) trazos control (arriba) y 

durante el pico de corriente producido aplicación de Ringer sin Ca2
>. B) relación 

corriente-voltaje correspondiente a la datos experimentales de A, los circulos 

rellenos muestran la relación IN de la corriente inicial y los vacíos la corriente en 

estado estacionario. El voltaje al cual la corriente cambia de dirección (el cruce del 

eje X) es definido como potencial de inversión (Erev,), que en este caso es cercano 

a -10 mV. (Modificado de Arellano et al., 1995). 

Estudio hemolítico 

El porcentaje de hemólisis producida por el veneno de ex 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 solución fisiológica. 
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Se tomaron 3 mi de sangre de ovejas y de humanos adultos, ambas 

muestras fueron resuspendidas en 40 mi de solución fisiológica de Alsever 

(conteniendo en mM: dextrosa a 120, citrato de sodio 30, NaCI70 y ácido cítrico 

2 (este último componente actúa como anticoagulante). Las muestras se 

mantuvieron en hielo para su traslado y posterior calibración. 

La calibración de eritrocitos se llevó a cabo de la siguiente forma: fue 

estandarizada la solución en dos valores controles de absorbencia, el primer es 

obtenido cuando la suspensión eritrocitos + Alsever tiene un valor de O al cual se 

le asigna el 0% de hemólisis, y el segundo, es obtenido cuando la solución 

eritrocitos + Alsever + agua desionizada tiene un valor de 1, al cual se le asigna el 

100% de hemólisis. Para obtener estos valores, los eritrocitos fueron 

concentrados por centrifugación a 1130 g, durante 5 minutos a 4°C, el paquete 

celular se resusperidió en la solución fisiológica de Alsever, después de 3 

repeticiones, fueron recuperados y se resuspendieron aI1%. Se aforaron 50 ¡.tI de 

la suspensión a 1 mi con agua desionizada, y otros 50 J-l1 de la suspensión se 

aforaron a 1ml en solución fisiológica de Alsever. Los tubos se agitaron 

ligeramente y fueron incubados a 37°C durante 30 minutos, posteriormente, se 

centrifugó a 1130 g durante 5 minutos a 4°C, midiendo la absorbencia al 

sobrenadante. 

El bioensayo se elaboró de acuerdo al método descrito por Rotlini y cols. 

(1990) de la forma siguiente: se agregó la muestra a evaluar a 50 ¡.tI de la 

suspensión de eritrocitos calibrados (1%) y se llevó a un volumen final de 1 mi con 

la solución fisiológica de Alsever. Las muestras se agitaron ligeramente y se 

incubaron a 37° C, durante 30 minutos, después se centrifugó 5 minutos a 1130 g 

Y 4° C. Finalmente fue medida la absorbencia del sobrenadante a 415 nm, para 

cada condición experimental. 

Con los datos de absorbencia del 100% y 0% como referencia al valor 

mínimo y máximo, fueron calculadas las curvas de porcentaje de hemólisis 

producida por las toxinas a diferentes concentraciones aplicando regresión lineal. 
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NATURALEZA QUIMICA DE LAS TOXINAS BIOACTIVAS 

El conocimiento de la naturaleza química de las sustancias bioactivas 

permiten diseñar los protocolos experimentales para su purificación. La mayoría 

de las toxinas con actividad sobre membrana celular estudiadas en Cnidarios 

presentan naturaleza peptídica con diferentes pesos moleculares, desde 

pequet'los péptidos hasta proteínas de mas de 200,000 Da. 

Es conocido que la estructura tridimensional especifica de una proteína 

resulta crítica para su función, entonces, cuando una proteína pierde su 

conformación nativa por exposición a un agente desestabilizante como el calor o 

un detergente, éstas pierden su actividad. Por ejemplo, la ebullición de una 

disolución de proteína destruye una serie de interacciones químicas débiles, como 

las fuerzas de Van der Waals. Los disolventes orgánicos, la urea y los detergentes 

actúan en principio rompiendo las interacciones hidrofóbicas que forman el núcleo 

estable de las proteínas. Los tratamientos en soluciones con pH extremos alteran 

la carga neta de la proteína, dando lugar a la aparición de repulsiones 

electrostáticas y la destrucción de algunos enlaces de hidrógeno. 

El efecto del calor es observado prácticamente en todas la proteínas 

globulares independientemente de su tamaño o función biológica. La temperatura 

necesaria para la pérdida de actividad varía de proteína a proteína, y el efecto del 

calor puede ocasionalmente ser reversible. 

Como estudio preliminar que permitiera mostrar evidencias de la naturaleza 

química de las sustancias bioactivas fue estudiado el efecto del calor sobre la 

toxina que presentó actividad electrofisiol6gica. 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 oC y fueron realizados registros electrofisiológicos con muestras sometidas a 

cada uno de los tiempos de incubación. 

Por otro lado, se observó que el veneno de ex incubado a 37°C perdía 

actividad hemolítica y electrofisiol6gica gradualmente. 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 óptima para la actividad 

enzimática de diversas proteínas. Con el fin de discerni} si la pérdida de la 

actividad fue provocada por la presencia de enzimas en el veneno crudo, se 

realizó el siguiente experimento: 

A 2 mi del extracto de los brazos orales se les agregó 12.5 mg de una 

mezcla de inhibidores de proteasas (Complete TM, mini Boehringer Mannheim Ca. 

Germany) y fueron incubados a 37"C durante O, 1.5, 3, 6, 12 Y 24 h. Fueron 

realizados 6 experimentos hemolíticos y cuatro registros electrofisiológicos con 

cada uno de los tiempos de incubación aplicando diferentes concentraciones de 

proteína para cada ensayo. 

Cuantificacíón de proteínas 

Se usó el método descrito por Lowry el al. (1951) con el kit de BIO-RAO Oc 

Protein Assay para determinar la cantidad de protelna en el veneno crudo 

proveniente de los tres métodos de extracción. 

La curva de calibración se preparó con Albúmina de suero bovino, en 

concentraciones de 1, 2, 4, 8, 10, 12 Y 24 ¡.tg mr'. La absorbencia se leyó a una 

longitud de onda de 750 nm. 

En ocasiones se usó el método A2801A26o (Bollag et al., 1996). Las muestras 

fueron leídas con UV a longitudes de onda de 280 y 260 nm; la concentración de 

protelna fue estimada usando la fórmula: 

Concentración de protelna = (1.5)A280- (0.75)A260 

PURIFICACiÓN PARCIALDE LAS TOXINAS BIOACTIVAS 

Los métodos bioqulmicos para la purificación de proteínas son diversos y 

dependen principalmente de las propiedades fisicoquímicas de las moléculas, 

tales como: tamaño, carga, grupos ionizables, solubilidad, capacidad de adsorción 

y estabilidad de la proteína a purificar. Las proteínas pueden ser purificadas por 

técnicas cómo centrifugación, electroforésis, punto isoeléctrico y cromatografía, 

entre otras. 

46 



En la purificación por métodos cromatográficos, las proteínas se separan 

mediante procedimientos de fraccionamiento en una serie de etapas 

independientes. El objetivo es eliminar selectivamente a los demás componentes 

de la mezcla de modo que permanezca la sustancia activa de interés. la 

purificación de una proteína "nueva" está sujeta a los precedentes bibliográficos y 

al sentido común (lehninger et al., 1995). 

la separación por cromatografía depende de la partición diferencial de las 

proteínas entre una fase estacionaria (medio adsorbente) y una fase móvil 

(solución amortiguadora). Este método permite separar a las proteínas por 

diferentes propiedades fisicoquímicas: a) las proteínas se pueden purificar por 

tamaño molecular y forma, utilizando cromatografías de exclusión molecular; b) en 

las cromatografías de intercambio iónico se separan por carga neta y distribución 

de carga; c) en un cromatoenfoque es utilizado el punto isoeléctrico; d) con las 

cromatografías de interacción hidrofóbica y fase reversa se pueden purificar 

péptidos y proteinas por hidrofobicidad; e) las llamadas cromatografías covalentes 

separan a las proteínas por el contenido de grupos tioles, y f) en las 

cromatografías de afinídad las moléculas son purificadas por afinidad 

bioespecífica a ligandos como inhibidores, receptores, anticuerpos, etc. 

Generalmente son utilizadas dos o mas cromatografías en diferentes 

condiciones para la purificación de una proteína. Estas condiciones pueden ser 

optimizadas en las soluciones amortiguadoras con la aplicación de diferente 

fuerza iónica, pH, y aditivos como detergentes, agentes reductores y otros; así 

como con la elección de la composición química de la fase estacionaria. Existe 

una amplia diversidad de adsorbentes que permiten explorar varias propiedades 

de la proteína durante su purificación. 

En el caso de la purificación parcial de las proteínas con actividad tanto 

hemolítica como electrofisiológica del veneno de ex fueron utilizadas diversas 

estrategias principalmente cromatográfícas, con los tres extractos estandarizados 

en este trabajo. 
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Purificación parcial de las toxinas bioactivas a partir del extracto de los brazos 

orales 

Durante la purificación parcial de las toxinas de ex fueron realizados 

diversos estudios preliminares utilizando diferentes tipos de amortiguadores, 

columnas y resinas hasta la obtención de parámetros que permitieran la 

reproducibilidad de los perfiles cromatográficos, mejor separación y bioactividad 

consistente. 

De acuerdo a los parámetros obtenidos de los estudios preliminares, se 

prosiguió con el siguiente método de purificación: en la primera etapa, usando un 

cromatógrafo de líquidos de alta eficiencia (HPLC) el veneno se pasó a través de . 

la columna de exclusión molecular Bio-Sil SEC -125 (BSS) de Bio-Rad, 600 X 7.5 

mm que tiene una exclusión molecular de 5000 a 100,000 Da. Fue equilibrada y 

eluida con acetato de amonio 10 mM pH 7 (calibrada con albúmina de suero 

bovino P.M. 66200, Bio-Rad). Se colectaron fracciones de 1 mi a un flujo de 1ml 

min-\ leyéndose a 206 y 280 nm, en esta etapa se determinaron ambas 

actividades a cada fracción obtenida y se continuó purificando sólo la fracción con 

actividad electrofisiológica ya que en los estudios preliminares sobre purificación 

de la(s) toxina hemolítica(s) de este extracto, fueron obtenidos mejores resultados 

utilizando una estrategia diferente (ver Sánchez-Calderón 2001). Segunda etapa: 

la fracción que presentó la actividad electrofisiológica fue inyectada nuevamente a 

la misma columna en las mismas condiciones. Tercera etapa: finalmente, la última 

fracción se inyectó a la misma columna pero esta vez equilibrada y eluída con 

amortiguador de fosfato (contiene en mM: Na2HP04, y NaH2P04 50 y NaCI 150) 

pH6.8. 

Fueron utilizadas columnas de DEAE-celulosa (dietilaminoetil celulosa) y 

CM-sepharosa (carboximetil sepharosa) para realizar cromatografías de 

intercambio aniónico y catiónico respectivamente, en un cromatógrafo de liquidos 

de separación rápida de proteínas (FPLC), equilibradas y eludías con acetato de 

amonio 10 mM pH 7 con gradientes escalonados de 0.25,0.5 Y 1M de NaCI. 
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Purificación parcial de las toxinas bioactivas a partir del extracto de la secreción 

mucosa 

Como primer paso, fue confirmada la actividad electrofisiológica y la 

hemolitica de este extracto, dada la consistente actividad electrofisiológica, se 

decidió por la purificación de la proteína con esta actividad utilizando una 

cromatografia de exclusión molecular por HPLC con la columna BSS equilibrada y 

eluida con acetato de amonio 10 mM pH 7. Se colectaron fracciones de 1 mi a un 

flujo de 1ml min-" leyéndose a 206 nm y 280 nm. Después de determinar la 

actividad electrofisiológica de cada una de las fracciones y realizar una 

electoforésis en gel de gradiente en el cual se observó un exceso de sales en la 

fracción con actividad, con el objetivo de dializar la muestra fue realizada una 

cromatografía en FPLC utilizando la columna HiTrap Desalting (HTD) que tiene 

una exclusión molecular de 1000 a 5000 Da. La fracción activa eluyó con las sales 

nuevamente, debido a este resultado, el siguiente paso fue el uso de columnas de 

poliacrilamida Bio-spin P6 (BioRad) con el fin de eliminar las sales por 

centrifugación, en este último paso fueron realizados tres lavados con agua 

desionizada a 1530 g durante 3 min cada uno. 

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

estimulación eléctrica 

Con este extracto fueron realizados dos procedimientos para purificar 

parcialmente toxinas con actividad hemolítica. 

a) Debido al exceso de sales que presentó esta muestra en particular, en la 

primera etapa se realizaron cromatografías en FPLC con la columna HTD 

equilibrada y eluída con amortiguador de bicarbonato de amonio 100 mM pH 7 

con un flujo de 1 mi min-" y se colectaron fracciones de 0.5 mi que fueron 

agrupadas de acuerdo a la absorbencia de 280 nm que presentó el perfil 

cromatográfico. A cada una de estas fracciones se les determinó tanto actividad 

hemolitica como electrofisiológica. En la segunda etapa se decidió seguir la 

purificación con la fracción 1 la cual presentó consistentemente actividad 

hemolítica, esta fracción se corrió en la columna BSS en HPLC equilibrada y 
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eluída con amortiguador de acetato de amonio 10mM pH7 con un flujo de 1ml 

min-1 fueron colectadas fracciones de 1ml y se agruparon de acuerdo a la 

absorbencia de 206 nm, finalmente, se determinó actividad hemolitica a cada una 

de las fracciones. La fracción 1 obtenida en este último paso se corrió 

nuevamente con las mismas condiciones en columna BSS. 

b) Por otro lado, proteína de la misma fracción 1 de la columna de HTD se corrió 

por la misma columna de BSS en HPLC pero equilibrada y eluída con 

amortiguador de fosfatos pH 6.8 Y se midió la actividad hemolítica 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, rápido y reproducible para 

caracterizar y separar proteínas. El SDS enlaza las regiones hidrofóbicas de una 

proteína, rompe su estructura tridimensional y permite mantener a la proteína en 

solución, en su conformación extendida. Como resultado, el complejo SDS

proteína es proporcional al peso molecular de la proteína a la que se enlazó. Esta 

técnica nos permite entre otras cosas: analizar la pureza, determinar el peso 

molecular y verificar la concentración de una proteína (Laemelli, 1970). 

Durante la purificación de las toxinas bioactivas, a las fracciones con 

actividad eléctrica ylo hemolitica les fue realizada electroforesis SDS-PAGE al 

12, 10 o 7 % ylo de gradiente de 5 a 20% en condiciones reductoras ylo no 

reductores e incluso en algunos casos con 8 M de urea. Fueron utilizados 

diferentes porcentajes de poliacrilamida y condiciones reductoras, dependiendo 

del número de proteínas y el tamaño esperado de éstas. 

Se usó tinción con plata o Coomassie para revelar los geles, fue aplicado 

al gel 1 Ilg de proteína en los casos de tinción con plata y 10 Ilg para el caso de 

Coomassie, utilizando los siguientes marcadores moleculares (Bio-rad) (PM): 

Miosina 200,000; l3-galactosidasa 116,200; Fosforilasa b 97,400; Albúmina 

55,200 y Ovoalbúmina 45,000; Anhidrasa carbónica 31,000; Inhibidor de tripsina 

21,500 ; Iisozima 14,400 y Aprotinina 6,500. En las ocasiones que se corrieron 
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marcadores de alto rango están incluidos los cinco primeros marcadores y en los 

de bajo rango los seis últimos. 

Brazos orales 

Determinación de la 
actividad hemolitica 
y caracterización de la 
electrofisiológica 

Purificación: 

1) Toxina con actividad 
electrofisiológica 

a) Filtración molecular 
(HPLC) 

b) Electroforesis 

2) Toxina con actividad 
hemolítica* 
a) Intercambio iónico 
b) Filtración molecular 

(HPLC) 
c) Filtración molecular 

(FPLC) 
d) Electroforésis 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

I Búsqueda y recolecta de organismos I 

Preparación de los extractos 

1 
Secreción mucosa Estimulación eléctrica 

/ 
Determinación de la 
actividad hemolltica 
y electrofisiológica 

Purificación: 

1) Toxina con actividad 
electrofisiológica 
a) Fmración molecular 

(HPLC) 
b) Electroforesis 
c) Filtración molecular 

(FPLC) 
d) Filtración molecular 

por centrifugación 

Purificación: 

1) Toxina con actividad 
hemolítica 

a) Filtración molecular 
(FPLC) 

b) Filtración molecular 
(HPLC) 

Cuadro 1. Diseño general de la estrategia seguida durante este trabajo de 
investigación 
*Sánchez Calderón (2001). 
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RESULTADOS 



Nematocistos y extracción del veneno 

Los dos tipos de nematocistos presentes en los ejemplares de Cassiopea 

xamachana fueron identificados, con base en parámetros morfológicos, como 

euritele y holotricos isorriza descritos con anterioridad por Goldberg y Taylor, 1997 

(Fig. 13). 
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Figura 13. Nematoclstos de Cassiopea xamachana 
Nematocistos del tipo euriteles (a) y holotricos isorrizas (b). La estructura en 
c corresponde a un dinoflage1ado. 

Los 25 extractos provenientes de cada recolecta exhibieron actividad 

hemolítica y electrofisiológica similares en los modelos biológicos 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 extracción del veneno fueron: 

a) la proporción de nematocistos vs. dinoflagelados, b) la concentración total de 

proteína cuantificada en cada extracto, c) la potencia en la actividad hemolitica. 

Todas presentaron actividad electrofisiológica (Tabla 1 y Fig. 14 A, By C). 
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Figura 14. Ejemplo de las preparaciones de nematocistos de ex obtenidos 
con cada uno de los diferentes métodos de extracción 
A) brazos orales, B) Secreción mucosa y e) estimulación eléctrica, 

El extracto proveniente de medusas estimuladas eléctricamente no 

presentó contaminación por dinoflagelados u otros tejidos del especímen, (Tabla 

1; Fig, 14C) estos resultados sugieren fuertemente que el veneno obtenido de 

esta preparación es producido por la descarga de los nematocistos, También, el 

veneno proveniente de la estimulación eléctrica presentó constantemente 

actividad en el ensayo hemolítico y generó la respuesta electrofisiológica 

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 extracción, 

(Tabla 1) y principalmente por el rendimiento de proteína y el número de 

organismos necesarios para su preparación, además del contenido de sales en 
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cada muestra, fue seleccionado principalmente el extracto obtenido de la 

trituración de los brazos orales para realizar la caracterización y purificación 

parcial de las sustancias con ambas respuestas, electrofisiológica. y hemolitica. 

Sin embargo, también fue realizado un seguimiento de bioactividad con las 

preparaciones provenientes de los otros dos métodos de extracción. 

Tabla D. Concentración de proteina y actividad biológica obtenida de los tres 

diferentes métodos de extracción 

Método de Núm. de Peso total Proporción Proteína Hemólisis Actividad 

extracción organismos del *(n:d) total **(100%) electrofisiológica 

extracto [~mr'] [}!gmr'] [5 }!9mr'] 

(9) 

1 5 10.6 1:14 2454 128 presente 

2 14 16:5 1:0.5 116 22.6 
, 

presente 

3 27 10.2 1:0 2.6 17.7 presente .. - .. n.d - nematoclstos.dlnoflagelados EritroCitos de oveja 
Métodos de extracción: 1) brazos orales, 2) secreción mucosa y 3) estimulación eléctrica. 

La mejor técnica para la descarga del veneno contenido en los 

nematocistos, tanto en la preparación de los brazos orales como en la de la 

secreción mucosa, fue la aplicación de un choque osmótico 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 más de un año almacenadas fue 

necesario sonicarlas para obtener mejor porcentaje de descarga (Tabla 2). 

La actividad hemolltica y electrofisiológica de los extractos fue consistente 

en muestras liofilizadas mantenidas por más de un año a temperatura de -20·C, 

ya resuspendidas en agua desionizada la actividad persistió durante 

aproximadamente un mes en promedio congeladas a -70·C. 

55 



Tabla m. Relación entre nematoclstos cargados y descargados 

en muestras nuevas y con un afto de almacenamiento 

Muestras Nematocistos Nematocistos Concentración de 
cargados (mr') descargados (mr') proteína (mg mr') 

Nuevas 22000 270000 2.4 

Recolectadas 264000 49000 1.84 
un año antes 

Recolectadas 40000 293000 4.38 
un año antes y 

sonicadas 

Los extractos de los brazos orales y secreción mucosa tienden a formar 

agregados en solución; esta característica dificultó la separación de los 

nematocistos de dinoflagelados y tejidos de la medusa utilizando cualquiera de los 

dos procedimientos descritos en los métodos, la centrifugación con Percoll y 

sacarosa. En algunos casos, para evitar la formación de los agregados, fue 

adicionado Tritón X-100 (un detergente) o hidróxido de sodio diluídos en 

diferentes concentraciones. Sin embargo, ambos reactivos provocaron la 

descarga ylo ruptura de los nematocistos. 

EXTRACTO DE BRAZOS ORALES 

Determinación de la actividad hemolítica 

La actividad hemolítica producida por el veneno de Cx fue dependiente de 

la concentración. Este comportamiento se presentó tanto en los eritrocitos 

humanos como en los de oveja (Fig. 15) teniendo una UH50 de 6.89 I!g mr1 y 

55.93 1-19 mr1 respectivamente. Así, el veneno de Cx fue 8.1 veces más potente 

sobre los eritrocitos de humano. 
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Figura 15. Evaluación de la actividad hemolitica 
Hemólisis en eritrocitos de humano (e) y oveja (.); en 6 ensayos hemolíticos de 
cada una de las siguientes concentraciones de veneno crudo: 1,2,4,8, 16,32,64, 
128 Y 256 I'g mr' (media ± s.e.). 

Determinación y caracterización de la actividad electrofisiológica inducida 

por el veneno de ex 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 ± S.E.) y 

0.79 ± 0.2 MQ respectivamente. 

El veneno total de ex generó en la 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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A Venenodeer 

B Venenodeer 

e Veneno deer 

ler 
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Figul'¡l 16. Ejemplos tipicos de corrientes iónicas membranales generadas pOr el 
veneno de ex en ovocitos de Xenopus laevis 
Ovocitos bajo control de voltaje a -60 mV. En éstos, así como en los subsecuentes 
registros presentados en este trabajo, el veneno ( 2.5 ~g mr') y otras drogas fueron 
aplicadas durante el tiempo indicado por la barra superior, además fueron aplicados 
pulsos cortos (2 s) a -40 mV con el fin de evaluar la conduclancia de la membrana 
durante la respuesta. A) la respuesta entrante rápida producida sólo en algunos 
ovocito junto con lex·, B) corriente oscilatoria(lC/(Ca» con lex, Y C) lex· 
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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 rápida (2.2 ± 0.8 s) y lisa 

que se inactivó aún en presencia del veneno (63 ± 5.7 s, Fig. 16 A); fue 

observada en 15 ovocitos de 4 ranas del total de 25 ranas. El Einv de esta 

corriente fue de -8.86 ± 0.65 mV (Fig. 17 A) valor que difiere de los potenciales de 

equilibrio dados para cr (-20 mV), K+ (-100mV) o Na+ (+60 mV) en ovocitos de 

Xenopus (Kusano et al., 1982). Esto último sugirió que esta corriente es acarreada 

por más de un tipo de ión. Cuando se sustituyó el Na+ de la solución de RN por ~ 

(Fig. 17 B) el E inv fue de 6.61 ± 1.14 mV. Utilizando la ecuación (3), la tasa PK/PNa 

indicó que el K+ es 3 veces mas permeable que el Na + a través del canal 

involucrado. 

A B 

I(~A) 1 (~A) 
3 

0.3 

2 V(mV) 

-150 -75 75 

V(mV) 
".3 

-150 75 

-1 .... 
-2 

".9 

Figura 17. Relaciones corriente-voltaje de la respuesta rápida 
Relaciones [IV en ovocitos prefundidos en RN (A) Y en ovocitos prefundidos en una 
solución 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 generó en 34 ovocitos de 13 ranas. Esta corriente oscilatoria presentó 

características similares a la corriente de cloro dependiente de calcio intracelular 

denotada ICI(ca) Y que es inducida en ovocitos de Xenopus por varios agonistas 

tales como acetilcolina, angiotensina 11, cationes divalentes y un factor de suero 

(Miledi et al., 1989). 

Las conductancias que son dependientes del aumento en la concentración 

de Ca2
+ intracelular pueden ser inhibidas por incubación o inyección intracelular 

de algún compuesto secuestrador de Ca2
+, como lo son el EGTA y el BAPTA. Con 

el objetivo de establecer el papel del Ca2
+ intracelular durante la corriente 

oscilatoria producida por el veneno de ex, los ovocitos de Xenopus fueron 

incubados durante 24 h en solución de Barth con 10 11M de BAPTA-AM [1,2-bis(o

aminophenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacetic acid). El AM es un radical éster de 

acetometil que confiere al complejo BAPTA-AM carga neutra y mejor 

peOlleabilidad, de esta foOlla puede difundir al citoplasma eficientemente. Una 

característica importante de los ésteres AM es la facilidad con la que son 

hidrolizados por esterasas intracelulares, cuando esto sucede, el BAPT A queda 

atrapado en el interior de la célula (Tsien, 1980; Kao, 1994; Jiang et al., 1998). 

Los resultados mostraron que la respuesta oscilatoria producida por el 

veneno de ex fue inhibida en los ovo citos incubados con BAPTA-AM, sugiriendo 

que la activación de la corriente era dependiente de la liberación 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 B Y O). 

El tercer componente de la respuesta al veneno fue una corriente entrante y 

lisa con un curso temporal lento, a la cual le hemos llamado le. (Fig. 16 C). le. 

fue generada en todos los ovocitos utilizados en este estudio. 
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Figura 18. Independencia de Ca2+ intracelular de la activación de lex 
A) y. B) son ejemplos de corrientes iónicas generadas por el veneno de ex (2.5 J.lg 
mr) y SBF (0.1%) respectivamente en ovocitos control. En C) se muestra un 
ejemplo de la lex generada en ovocitos del mismo donador incubados con BAPTA
AM. 

La activación de lex fue relativamente lenta, alcanzando el pico de amplitud 

en aproximadamente 25.74 ± 0.90 s Dependiendo de la amplitud de la 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 aplicación del veneno, y la respuesta pudo ser activada varias veces en el 

mismo ovocito. 

La amplitud de lex fue dependiente de la concentración del veneno (Fig. 19 A 

Y B, 10 ovocitos, 2 ranas). Sin embargo, fueron observadas variaciones en el pico 

máximo de corriente producida entre ovocitos provenientes de diferentes ranas. 

Por ejemplo, el veneno (1.25 J.lQ mr1
) en ovocitos de una rana generó lex 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. Relación concentrclción-respuesta en la generación de Iex 
A) trazos superpuestos de la corriente producida por subsecuentes aplicaciones 
del veneno de ex (15 mI) a diferentes concentraciones (en I1g mr' : a=0.62, b=1.25, 
c=2.5, e=5) en un ovocito controlado a -60 mV. Los periodos de lavado entre cada 
aplicación fueron de 10 minutos. B) La [ex producida por (as concentraciones: 
a=O.62, b=1.25, c=2.5, d= 3 e=5, fue normalizada con respecto a la corriente 
máxima generada por 5 I1g mr' del veneno. 

Aplicaciones subsecuentes de la misma concentración del veneno 

produjeron desensibilización de la respuesta (Fig. 20). No se observó diferencia 

en la amplitud y el curso temporal de la ¡ex en ovocitos (n=26, 6 ranas) cargados 

con BAPTA-AM, mientras que en los mismos ovo citos la corriente oscilatoria lCl(Ca¡ 

ya sea producida por el veneno de ex o suero bovino fetal fueron completamente 

eliminadas, por lo que lex pareció no depender del incremento de calcio 

intracelular (regresar a Fig. 18 A Y C). 

veneno de ex 

Figura 20. Desensibilización de Iex 

IsoonA 
100s 

Registros superpuestos de tres aplicaciones subsecuentes del veneno de ex 
(2.5 I1g mr') en un mismo ovocito. 
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Bases iónicas de lex 

Dado que lex fue la respuesta eléctrica más consistente producida por el 

veneno de la medusa en el ovocito de Xenopus sus características 

electrofisiológicas fueron estudiadas con más detalle. 

La figura 21 A muestra un ejemplo de los registros control y experimental 

del protocolo de pulsos utilizado para determinar el potencial de inversión (Einv) de 

lex y asl analizar la selectividad iónica de los canales. El curso temporal de la 

corriente durante los pulsos no presentó inactivación, y ninguna otra dependencia 

en el tiempo, por lo que todas las curvas !IV fueron construídas con el valor de 

corriente generada a la mitad del pulso. 

El Einv para lex fue de -10.3 ± 0.4 mV ( n=10, Fig. 21 B) valor que difiere, 

como mencionamos anteriormente, de los potenciales de equilibrio dados para cr, 
K+ o Na+ en ovocitos de Xenopus, sugiriendo que lex fue acarreada por más de un 

tipo de ión. Con la finalidad de definir la participación de los principales iones 

durante lo: fueron realizados los siguientes estudios de sustitución iónica. 

A 

I 

¡ex 

Control 

I 

12.5 t<A 

l00ms 

Figura 21. Relación corriente-voltaje (l/JI) de lex 

B 

V(mV) 

¡",,(¡¡A) 
4 

A) Ejemplos de registros utilizando el protocolo de pulsos de voltaje de -140 a +60 mV 
(en incrementos de 20 mV) en ovocitos controlados a -60 mV. El protocolo fue 
aplicado durante la perfusión de RN (trazos control) y durante el pico de corriente 
producido por 5 /1g mr' del veneno. B) la gráfica muestra la amplitud de le., 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 NaCI de la solución de RN fue sustituido en un 100, 75, 50 Y 25 % por 

NMOG-CI. La aplicación del veneno en estas soluciones provocó la disminución 

progresiva en la amplitud de lex, así, con sustituciones crecientes de Na+ por 

NMOG+ la corriente disminuyó y el Einv fue desplazado a valores más negativos 

(Fig. 22, Tabla 3). Estos resultados sugirieron que uno de los principales iones 

fluyendo durante la corriente producida por el veneno de Cx fue Na+. El NMOG+ 

parece ser impermeable a los canales de lex , sin embargo, con la sustitución del 

Na + en un 100% se observó una pequeña corriente entrante con un Elnv de -40 

mV; si la permeabilidad sólo correspondiera a K+, el valor esperado del Einv, sería 

cercano a -100 mV, asi que el valor obtenido experimentalmente debido a la 

sustitución sugiere la permeabilidad de algún otro ión. 

Con la sustitución de todo el Na + de la solución de RN por K+ el Ei"v 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 lex son también 

permeables a este ión. 

Con la finalidad de explorar la posible permeabilidad de cr durante lex, la 

corriente fue inducida en un medio sin Cr. En soluciones donde el cr fue 

sustituido completamente por 504- provocarla un desplazamiento del Einv a 

valores positivos. Canales de cr caracterizados en foliculos de Xenopus muestra 

desplazamientos del Einv hasta +50 mV en sustituciones de 95% de cr por 504-

(Arellano et al., 1998). En nuestros resultados fue observado un ligero 

desplazamiento del potencial de inversión hacia valores negativos (Einv -14.03 ± 

0.39; Fig. 23 B), esto sugiere que el cr no es uno de los principales iones 

acarreados por fcx. Sin embargo, en este caso la amplitud de la corriente se redujo 

pareciendo indicar que el 504- o la ausencia de cr interfirieron de alguna forma 

para que se produjera una activación óptima de la respuesta generada por el 

veneno de Cx. 

Todos estos resultados están de acuerdo con el comportamiento esperado 

para un canal que es permeable principalmente a cationes y discrimina 

pobremente entre Na+ y K+. La tasa de permeabilidad calculada de K+/Na+ fue 

0.96. 
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-------. 

De confinnarse la tasa de penneabilidad a K+ de la respuesta rápida 

descrita anteriormente y la de ¡ex, podría indicar que están involucrados canales 

diferentes en las respuestas. 

A B 
ICr(fJ.A) 

• 

V(mV) 

-, ~ 

e ICr(fJ.A) o ICr(fJ.A) 
• 

V(otN) V(mV) 

-, .. " 
-,,, " • 
~ ., 

Figura 22. Relación l/V de la respuesta de lex sustituyendo en diferentes 
proporciones el Na+ en la solución RN por NMDG+ . 
A) sustitución del 100%, B) 75%, C) 50% Y D) 25%, (A)_ Los círculos negros 
representan las corrientes generadas en RN. 

Finalmente, en la sustitución de Na+ por TEA+ no fue observado un 

cambio importante en el Ei"v, pero la amplitud de la corriente parece disminuir 

(Fig. 23 C). Este resultado sugieren que el TEA + pennea a través del canal 

aunque en menor grado que el Na+ La tasa de penneabilidad TEA+/Na+ 

calculada utilizando la ecuación 3 fue de 0.89 
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Figura 23. Relación corriente-voltaje de lex con diferentes sustituciones iónicas 
Fueron realizadas sustituciones totales (A) en la solución de RN de: A) Na+ por K' , 
B) cr por SO. y C) Na' por TEA'. Los círculos negros representan las corrientes 
generadas en RN. 

Tabla IV. Potenciales de inversión de las diferentes sustituciones 

iónicas durante la activación de lex 

XlNa+ % Einv Einven 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 -9.89 ±0.30 

Xlcr 
SO/o 100 -14.03 ± 0.39 -9.76 ±0.50 
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Mecanismo de acción involucrado en la generación de lex 

La desensibilización de la respuesta provocada por aplicaciones 

subsecuentes de la misma concentración del veneno fue una evidencia indirecta 

de que lex quizá fuera generada por la presencia de un canal en la membrana del 

ovocito. Otra evidencia indirecta la proporcionó la desaparición de la corriente en 

ovocitos maduros con progesterona. Con respecto a este último 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 le (Areltano et al., 1995) y varias otras (R. Miledi Y R.O. 

Areltano, observaciones no publicadas). Si la respuesta provocada por el veneno 

de ex dependiera solamente de la interacción de la sustancia activa con los lipidos 

de la membrana del ovocito, podría esperarse que la respuesta no fuera 

modificada por la maduración, en cambio si el veneno de ex requiere de algún 

otro componente en la membrana del ovocito para la generación de lex sería de 

. esperarse que pudiera ser afectada por la maduración como lo son las otras 

respuestas. Para explorar esta posibilidad fueron realizadas aplicaciones del 

veneno de ex en ovocitos control y ovocitos que fueron inducidos a madurar 

aplicando 10 ¡.¡M de progesterona (en RN), durante aproximadamente 5 h. Los 

resultados mostraron que los ovocitos (n=4) control respondieron al veneno con 

una lex de 1858 ± 85 nA, mientras que la mayoría de los ovocitos maduros no 

respondieron al veneno; sólo un ovocito maduro de un total de cuatro (misma 

rana) respondió con una le. de 20 nA (Fig. 24). Así, es claro que la respuesta 

producida por el veneno de ex en la membrana del ovocito fue regulada por la 

maduración como otras respuestas nativas, lo cual sugiere que la actividad de lex 

requiere de elementos normalmente presentes en el ovocito inmaduro. 

Entonces, dadas las características de lex, resultaba interesante saber si los 

canales involucrados en su generación correspondían con algunas de las 

conductancias catiónicas 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 

protelnas llamadas conexinas, del subtipo Cx38, que generan la corriente llamada 

le (Arellano et al., 1995; Zhang et al., 1998); 2) La aplicación de palitoxina que 

activa una corriente catiónica 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 catiónico (Wang y Horisberger, 1997), y 3) la activación 

de canales mecanosensibles (IMS) (Yang y Sachs 1989). Para determinar si uno de 

estos canales pudiera estar involucrado en la generación de lex, fueron realizados 

los siguientes protocolos experimentales. 

A CONTROL B OVOCITO MADURO 

VenenodeCr Venenode ex 
" I I , , , I 1.J-l 

b 
2mln 

Figura 24. lex Y maduración 
Los trazos son ejemplo de la lex 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 aplicación de progesterona (10 ¡.1M), en donde puede 
apreciarse una fuerte inhibición de la respuesta. Los registros son ejemplos del 
resultado obtenido con 4 ovocitos (2 ranas) en cada condición. 

Relación de lex con la corriente nativa le. 

La corriente le 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 inyección de ovocitos con 

oligonucleótidos antisentido contra Cx38 elimina le en aproximadamente 48 h 

(Ebihara, 1996; Zhang et al., 1998). En este estudio, para eliminar le fueron 
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inyectados ovocitos con 15 ng (2 o 3 dias antes del registro) de un oligonucleótido 

antisentido contra Cx38 (antiCx38) con la secuencia 5'-GCT nA GTA An CCC 

ATC CTG CCA TGT nC-3' (Ebihara, 1996); también fue inyectado otro grupo de 

ovocitos control con un oligonucleótido antisentido (misma concentración) no 

especifico con la secuencia 5'-Cn nG ACC GCT CAT CCC TAT AGT An 

TGC-3'. Ambos grupos de ovocitos fueron incubados durante 48 h o más, hasta 

que los ovocitos inyectados con el antiCx38 no generaran le al ser banados con 

una solución de Ringer desprovista de Ca2+. Los resultados obtenidos mostraron 

que los ovocitos sin le si respondieron al veneno de Cx (2.5 f.1g m(1
) produciendo 

lexde gran amplitud. Por ejemplo, en ovocitos (n=4) control de una rana, lex fue de 

285 ± 35 nA Y en ovocitos inyectados con antiCx38 y que no generaron le, 

respondieron al veneno con una lex de 440 ± 25 nA (n=4, Fig. 25). Estos 

resultados indicaron que los canales de lex no correspondieron con la apertura de 

hemicanales de uniones comunicantes Cx38. 

Relación de lex 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, crustáceos y otros corales 

(Mebs, 1998). 

La respuesta eléctrica producida por palitoxina en la membrana del ovocito de 

Xenopus, presenta algunas similitudes con lex. Por ejemplo, la palitoxina induce 

una despolarización con un incremento en la permeabilidad de la membrana a 

Na + y K" , actividad atribuida a canales catiónicos no selectivos (Habermann,1989; 

Wang y Horisberger, 1997). Basados en la observación de que la ouabaina, un 

inhibidor especifico de la Na,K-ATPasa, antagonisa el efecto de palitoxina, se 

postuló a la bomba de Na+'K+ como su blanco biológico. De esta forma el 

mecanismo propuesto para la corriente evocada por esta toxina es la activación 

de la Na+'K+ ATPasa como canal catiónico (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 así evidenciar 

69 



alguna relación entre ambas respuestas, a un grupo de 5 ovocitos le fue aplicada 

ouabaina (100 flM) en RN durante 2 minutos previamente a la coaplicación del 

veneno de ex (5 119 mr' )_ A otro grupo de ovocitos (n=5) control sólo le fue 

aplicado el veneno (misma concentración)_ 

CONTROL 

11000 nA 

SOs 

ANTISENTIDO CX38 

Ringar 1_ de ea't 

Figura 25_ Relación de la e le 

2mln 

El registro control muestra un ejemplo típico de la corriente catiónica le activada por 
la perfusión de Ringer libre de Ca2

>. La generación de le fue inhibida en los ovocitos 
inyectados con el oligonucleótido antisentido de Cx38, sin embargo, los mismos 
ovocitos respondieron a la aplicación del veneno (2.5 Ilg mr' ) generando la 
similares a las producidas en ovocito~9>ntrol. 
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Los resultados mostraron que la amplitud y el curso temporal de lex 

producida por la aplicación 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 lex no es inhibida por ouabaina sugiriendo que su 

mecanismo de acción es diferente al postulado para la palitoxina. 

Ouabalna 

Veneno de Cx 

1300 nA 

50s 

Figura 26. Coaplicación de ouabaina y el veneno de ex 
Aplicando 5 !lg mr' de veneno, lex fue generada sin diferencias con respecto a los 
controles en presencia de ouabaina (100 ¡rM). El registro es ejemplo de 6 ovocitos 
(2 ranas) en cada condición. 

Iex Y su relación con la apertura de canales mecanosensibles (M S) 

Finalmente, la tercera posibilidad analizada en este trabajo fue la relación de 

!ex con la corriente catiónica inespecifica (lMs) que es generada debido a la 

apertura de canales MS caracterizados en membrana de ovocito de Xenopus. 

Estos canales sólo han podido ser activados en ovocito por medio de presión o 

succión aplicados a la membrana en registros de canal unitario (Yang y Sachs, 

1989; Yang y Sachs, 1990; Zhang y Hamill, 2000). El Gd3+ Y otros cationes 

trivalentes como La3
+ se han usado como moduladores farmacológicos de canales 

catiónicos no selectivos, y son la herramienta más utilizada para identificar la 
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presencia de canales MS (Yang y Sachs, 1989, Hamill y McBride, 1996; Caldwell 

et al., 1998). Además, ha sido demostrado el bloqueo por Gd3
+ de otras 

conductancias catiónicas en varios tipos celulares, incluyendo ovocito de Xenopus 

(Hesheler y Schultz, 1993), por ejemplo sobre la le (Arellano et al., 1995). 

Entonces, dado que ambas conductancias catiónicas lMs e le son bloqueadas 

por cationes trivalentes, fueron realizados dos protocolos experimentales para 

demostrar el posible bloqueo de lex por estos cationes. Primero, se generó lex con 

el veneno y en el pico máximo de la corriente se aplicó Gd3
+ o La3+ (10, 5 Y 2.5 

~M). Los resultados en este experimento mostraron que ambos, Gd3
+ y La3

+ 

bloquearon 100% de la lex en un una concentración de 1 O ~M (n:::6, Fig. 27 A). 

A Veneno de ex 

B 

·'50 

Figura 27. Efecto de Gd3+ sobre lex 

J I I I I I I I I I I 

Ir 
1J.J»-"-'"-p10 mln ~ nA 

¡",(,.A) , 

75 

2min 

A) fex ( 5 Ilg mr' de veneno) fue bloqueada por Gd3+ (10 fLM), el efecto fue 
completamente reversible en RN. 8) Relación corriente-voltaje del bloqueo de lex 

por Gd3+ (5 IlM, ~), comparado con lcx en condiciones control (e). los puntos son 
el promedio de 5 ovocitos distintos (2 ranas) en cada condición. 
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Determinado el bloqueo de loo por Gd3
+ el segundo protocolo fue realizado 

con la finalidad de conocer lo siguiente: 1) la dependencia al voltaje del bloqueo 

por Gd3
+ sobre lcx lo cual podría aportar datos de la posible relación con los 

canales MS, y 2) información acerca del posible sitio de unión de Gd3
+ en el canal 

de lex. Para esto, la lex fue generada con 2.5 ~g mr1 de veneno y en el pico de la 

corriente se aplicó Gd3
+ o La3

+ (5 y 10 ~M), en el bloqueo máximo fue empleado el 

protocolo de pulsos de voltaje de -140 a +60 mV y fue construida la curva l/V 

correspondiente (Fig. 27 B). Los resultados mostraron que el efecto de bloqueo 

con Gd3
+ o La3

+ fue independiente del voltaje (n=4) sugiriendo que el sitio de 

acción de los cationes trivalentes fue superficial al poro del canal de Icx; este 

comportamiento fue similar al observado por Yang y Sachs (1989) para los 

canales MS. 

PURIFICACiÓN PARCIAL DE LAS TOXINAS BIOACTIVAS 

Los resultados en el estudio realizado para determinar la naturaleza 

química de las sustancias con bioactividad, mostraron que la sustancia 

involucrada en la respuesta electrofisiológica fue termolábil, su actividad se perdió 

incubándola durante 5 min a una temperatura de 50 oC (Fig. 28 A; n =4; 2 ranas). 

Además, la pérdida de la actividad con la incubación del veneno a 37°C fue 

gradual desde las 2 horas, y tanto la actividad electrofisiológica como la hemolítica 

fueron perdidas completamente a las 24 h. La mezcla de inhibidores de proteasas 

tuvo un efecto protector de ambas actividades, aún durante incubaciones a 37°C 

por 24 h. Los inhibidores de proteasas per se no generaron ningún tipo de 

actividad eléctrica o hemolítica (Fig. 28 B Y C). Estos resultados sugirieron que las 

sustancias bioactivas son de naturaleza proteínica. 
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Figura 28. Naturaleza química de las toxinas bioactivas 
A) Pérdida de la capacidad para generar lex incubando el veneno de ex durante 5 

min a diferente temperatura. B) respuesta hemolitica de eritrocitos de oveja en 
presencia del veneno de ex incubado a 37"C (e). el veneno de ex incubado a 37°C 
junto con una mezcla de inhibidores de proteasas (A) y solo la mezcla de 
inhibidores de proteasas (Y). C) El trazo superior es un ejemplo de la pérdida total 
de la actividad del veneno al ser incubado a 37 oC por 24 h. El trazo inferior 
muestra el efecto protector que tulio la mezcla de inhibidores de proteasas (IP) 
sobre la pérdida total de actividad del veneno (5 fl9 mr1

) a 37°C por 24 h. 
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Extracto de los brazos orales 

Purificación parcial de la toxina que evoca a la le •. 

Durante la primera etapa de purificación, fueron colectadas 35 fracciones (Fig.29 

A). las 35 fracciones fueron evaluadas para determinar su capacidad de generar 

lex, sólo la fracción obtenida en el minuto 25 (F25), presentó consistente mente la 

actividad eléctrica. 

A B 

• b e , I ¡ ¡ , • b , 

I I I 

~ E >m! e 
~ , 8 ' 

N 

I I ~ i .. 
J' '00 

D D 
D 

• .. " .. • , . ,. 
Tlampo (mIn) Tlampo(mln) 

Figura 29. Perfil de aluclón da HPLC con la actividad electrofislológlca y 
hemolitlca del extracto de brazos orales de O: 
En este y los demás perfiles de elución 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 leida a 206 nm. En A) Las barras indican las fracciones que 
activaron a la lex. En B) las barras indican las fracciones que presentaron actividad 
hemolltica. Se usaron los siguientes marcadores en ambos casos: a, tiroglobulina, 
(PM 670 000); b, mioglobina de caballo (PM 17 000), Y c, vitamina 8-12 (PM 1,350). 

'" 
51 

l 
40 :~ 

.. 1 
% .. 

lO 

La F25 generó una corriente entrante con un Einv of -12.47 ± 0.97 mV (Fig. 

30 A Y B). El comportamiento de esta corriente fue similar al observado en los 

mismos ovocitos al generarse la lex por el veneno total (Fig. 30 A). Con el objetivo 

de determinar si la corriente inducida por F25 era también independiente de Ca2
+ 

intracelular como lo era lex, un grupo de ovocitos fue cargado con BAPTA-AM (10 

11M), estos ovocitos cargados con el quelante de Ca2
+ respondieron a F25 de 

forma similar a lo observado con ovocitos control. La corriente generada presentó 

un Einv of -10.77 ± 0.81 mV, un valor también muy semejante al de lex 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 lex. 

generada por la sustancia proteínica presente en el extracto crudo. 

A B 
1c.(,.A) 

'.2 

F25 

<1-'-
'-' "'" V(mV) 

·'50 ·5 

Figura 30. Corriente iónica generada por F25 
A} Corriente típica generada por la fracción 25 (1 )JQ mr') esta corriente entrante 
tuvo características similares a las de lex. B) Relación corriente-voltaje de la 
corriente evocada por F25 (5 119 mr', 6) y la de lex evocada por el veneno total de 
ex venom (5 J.lg mr', .). La respuesta generada por F25 no se afectó en ovocitos 
cargados con BAPTA-AM (.). Cada punto representa la media de la corriente 
producida en 5 ovocitos (2 ranas). 

Con la finalidad de conocer el número de proteínas presentes en F25 y tratar 

de evidenciar a la proteína responsable de la actividad. fue realizado un gel de 

electroforésis al 10% de acrilamida. El gel mostró un gran número de bandas 

correspondientes a proteínas de diferentes pesos moleculares (Fig. 31), por lo que 

no se pudo distinguir a la proteína bioactiva, como consecuencia de este 

resultado, fue realizada una segunda etapa de purificación. 

En una segunda etapa de la purificación la F25 fue procesada a través de la 

columna de exclusión molecular en las mismas condiciones (Fig. 32 A); 

nuevamente la fracción 25 de esta segunda purificación presentó en forma 

consistente actividad electroflsiológica. Con la finalidad de obtener datos del 

posible peso molecular de la toxina que genera lex, la fracción 25 obtenida de F25 

(F25B) se corrió por la misma columna utilizando un amortiguador de fosfatos pH 
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6.8, solución utilizada para la calibración de la columna con diferentes patrones 

moleculares. 

a 

b 

c 

d 

e 

1 2 3 4 

Figura 31. Gel de electroforesis SDS-PAGE al 10% de extracto crudo y F25 
Lineas: 1) albúmina, 2) Marcadores de peso molecular. a, Miosina 200000; b, b
galactosidasa 116 200; c, Fosforilasa b 97 400; d, Albúmina 66 200; e, 
Ovoalbúmina 45 000. 3) F25, 4) Extracto crudo. Tinci6n con plata (kit Bio-Rad). 

En la cromatografía 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 la calibración de la 

columna, uno de los picos (F1) se presentó en el área no retenida del 

cromatograma que corresponde a tamaños moleculares mayores a 100000 Da y 

el otro pico (F3) se presentó en la zona en la cual eluyen moléculas de tamaño de 

un poco mayor a 1300 Da. En este caso, ninguno de ambos picos generó lex 

aplicando a los ovocitos de Xenopus concentraciones de 10 I1g mr' de F1 o F3, y 

5 I1g mr' de F2. Este resultado sugiere que quizá sean requeridas al menos dos 

entidades moleculares de diferente tamaño para generar lex. 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 que provocó la pérdida de actividad. 

A B 

3 • b e d 
03 ,¡. + + ,¡, 

F3 
E o 

11 2 102 .. ..EL ~ 
,!! .. 
i • jo. 

~ 

o 
• t7 '" 33 4 • • 17 25 33 

Tiempo (min) Tiempo (min) 

Figura 32. Perfiles de elución 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, la barra indica la 
fracción F25B con actividad electrofisiológica que se tomó para el siguiente 
cromatograma. B) es el perfil de elución 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 purificación. Fueron usados los 
siguientes marcadores para la calibración de la columna: a, tiroglobulina, (PM 670 
000); b, ovoalbúmina de pollo (PM 45 000); e, mioglobina de caballo (PM 17 000), Y 
d, vitamina B-12 (PM 1,350). 

Por otro lado, lex no fue generada consistentemente en ninguna fracción de 

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

Purificación parcial de la toxina con actividad hemolitica 

Fue determinada también la actividad hemolitica de las 35 fracciones 

obtenidas de la primera etapa de purificación mencionada anteriormente. La 

actividad hemolitica se presentó en las fracciones correspondientes a los minutos 

de elución 15 y 31 (Fig. 29 B), estos datos sugieren la presencia de más de una 

hemolisina. La fracción que evoca lex no presentó actividad hemolítica. 
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La estrategia que ha sido exitosa para la purificación de las toxinas 

hemolíticas es diferente a la utilizada para la toxina que presentó la actividad 

electrofisiológica, debido principalmente a que las proteínas hemolíticas fueron 

muy estables al ser procesadas en resinas de intercambio iónico (ver Sánchez

Calder6n 2001). 

Extracto de la secreci6n mucosa 

Purificaci6n parcial de la toxina con actividad electrofisiol6gica 

Se obtuvieron 35 fracciones de la primera cromatografía de exclusi6n 

molecular. La actividad máxima se presentó en la fracci6n 24, presentando 

también actividad las fracciones, 25, 26 y 27(Fig. 33). 
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Figura 33. Perfil de elución por HPlC del veneno de ex de la secreción mucosa 
La columna fue equilibrada y eluída con acetato de amonio 10 mM PH 7. las 
barras indican las fracciones que activaron a lex. Se usaron los siguientes 
marcadores: a, tiroglobulina, (PM 670 000); b, mioglobina de caballo (PM 17 000) Y 
c, vitamina 8-12 (PM 1,350). 
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En el gel de electroforésis realizado con la fracción 24 se observó gran 

cantidad de sales (datos no mostrados), por este motivo se trató de desalar en la 

columna HTD. De tres fracciones obtenidas en la última purificación la actividad 

se presentó en la fracción tres, que correspondió también con la fracción de 

elución de las sales como puede observarse en el gráfico de conductividad (Fig. 

34). 
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Figura 34. Perfil de elución y actividad electrofisiológica del fraccionamiento 
de F24 del extracto de la secreción mucosa 
Al En un sistema de FPlC fue usada la columna HiTrap desalting, equilibrada y 
elúida 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 la muestra. Bl la tabla muestra la relaci6n de proteina obtenida y actividad 
electrofisiol6gica de la cuatro fracciones. 

Debido a la coelución de sales con la proteína activa se procedió a utilizar 

columnas de poliacrilamida para desalar por centrifugación. Este procedimiento no 

permitió obtener resultados satisfactorios; la concentración de proteína medida 

por el método de absorbencia (ver sección de métodos) presente en el 
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sobrenadante de los tres lavados (l) consecutivos fue la siguiente: l1 = 184, l2= 

853 Y l3== 349 ¡tg mr1
. la mayor concentración de proteina se presentó en el 

segundo lavado, eluyendo nuevamente con las sales. la lex máxima que generó 

la proteina (5 ¡tg mr1 
) del segundo lavado fue de 20 nA, actividad muy reducida 

con respecto a ovocitos control, los cuales respondieron al veneno crudo (misma 

concentración) con lcx hasta de 476 nA. 

Extracto de la estimulación eléctrica 

Purificación parcial de las toxinas con actividad hemolítica. 

En la primera etapa de purificación, utilizando la columna HTD, fueron 

obtenidas cuatro fracciones (Fig. 35 A). Para cada una de las fracciones fue 

evaluada la actividad hemolítica con 27 ¡tg (0.5 de UHso) de proteína en eritrocitos 

de oveja (Fig. 35 B). la sustancia con actividad hemolitica fue encontrada 

principalmente en la fracción 1 (F1), esta fracción fue seleccionada para seguir 

purificándola con diferentes estrategias. 

En las siguientes purificaciones la actividad hemolítica 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 

concentración-respuesta del extracto crudo de los brazos orales. 

En la figura 36 A se observa el perfil cromatográfico obtenido en la segunda 

etapa de purificación, a través de la columna BSS con amortiguador de acetato de 

amonio. Fueron recuperadas 5 fracciones y a cada una de ellas se les determinó 

actividad hemolítica con 3.4 ¡tg mr1 que representa 0.5 UHso de humano (Fig. 36 

B). la fracción 1 fue la que presentó mayor actividad; la sustancia activa eluyó en 

la zona que corresponde a un PM mayor de 100000. 

81 



A B 

F1 " " " 
0.020 

íi 
% Hemólisis 

" , , I , , Total 2.1 
1 

0.015 
I 

E I 1 
e I I 

~ 
I I , , 
I 

, 

i 
, , 
I 

0.010 
, , , , , , 

I , , 
I I , 

Fracción 1 18.38 

Fracción 2 1.7 

Fracción 3 1.5 

Fracción 4 3.1 

I I 

I 
, .00. , 

I 
, , 

I \ , 
I \ 

/ \ , 
_/ ,~--------, 10 mi 

Figura 35. Primera etapa de purificación del extracto de la estlmulación eléctrica 
A) Perfil de elución del extracto obtenido por estimulación eléctrica usando la columna 
HiTrap desalting equilibrada y eluída con amortiguador de bicarbonato de amonio 100 mM 
pH 7, en un sistema de FPLC. La línea punteada muestra el perfil de conductividad de las 
sales y las barras la agrupación de las fracciones usadas para determinar la actividad 
hemolítica. B) la tabla muestra la actividad hemolitica en eritrocitos de oveja de las 
diferentes fracciones. Se utilizaron 27 119 (112 UH) de protefna. 

Además, la protelna de la misma fracción 1 obtenida con la columna HTD, 

fue procesada por la misma columna de BSS en HPLC pero en este caso 

equilibrada y elulda con amortiguador de fosfatos a pH 6.8, obteniéndose el perfil 

cromatográfico presentado en la Fig. 37 A. La actividad hemolítica de las 

diferentes fracciones se puede observar en la tabla de la Fig. 37 B. En esta 

purificación fueron 2 fracciones las que exhibieron alta actividad hemolltica con 

3.4 ~ mr1 (0.5 de UHso) de proteína, la fracción 1 presentó un 100% de hemólisis 

y la fracción 3 un 94.02%; estos datos indican al menos tres cosas: 1) refuerza la 

idea de la presencia de más de una hemolisina, 2) la fuerza iónica 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 ex 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 concentración que 

se encuentran en las facciones no presentaron actividad hemolítica. 
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Figura 36. Segunda etapa de purificación del extracto de la estimulación eléctrica 

A) Perfil de elución de F1(HiTrap desalting) obtenida del procedimiento descrito en la Fig. 

35, Y eluída en la columna Bio-Sil SEC 125 con amortiguador de acetato de amonio 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 purificación del extracto de la estimulación eléctrica 

utilizando alta concentración de sales 

A) Perfil de eluci6n de F1 (HiTrap desalting) obtenida del procedimiento descrito 
en la Fig. 35, Y elulda en la columna Bio-Sil SEC 125 con amortiguador de 
fosfatos pH 6.8. B) la tabla muestra la actividad hemolítica de las diferentes 
fracciones en eritrocitos humanos. Fueron usados los siguientes marcadores para la 
calibración de la columna: a, tiroglobulina, (PM 670 000); b, gamaglobulina (158 000) e, 
ovoalbúmina de pollo (PM 45 000); d, mioglobina de caballo (PM 17 000), Y e, vitamina 
8-12 (PM 1,350). 
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DISCUSiÓN 



La discusión de este trabajo de tesis está enfocada en cinco puntos 

principalmente: 1) el origen de las toxinas bioactivas, 2) el mecanismo de acción 

implicado en la actividad hemolítica generada por el veneno de ex, 3) 

características generales de lex Y su posible relación con la apertura de canales 

endógenos de el ovocito de Xenopus, 4) la IC/fCa) producida por el veneno de la 

medusa y su mecanismo de activación, y 5) características químicas de las 

toxinas bioactivas. 

ORIGEN DE LAS SUSTANCIAS BIOACTIVAS 

La medusa ex requiere de estrategias para la obtención de alimento y para 

defenderse, el mecanismo utilizado principalmente por cnidarios, como se ha 

estudiado en anémonas y otras medusas, es el uso de toxinas contenidas en los 

nematocistos. También, ex contiene dinoflagelados simbiontes que pudieran estar 

participando en la síntesis se sustancias bioactivas, y además se han encontrado 

toxinas en extractos de otros tejidos en medusas. Entonces las sustancias con 

actividad biológica encontradas en ex podría tener al menos tres fuentes: 

nematocistos, dinoflagelados u otros tejidos del cuerpo. 

En este trabajo fueron estandarizadas tres técnicas de extracción para la 

obtención del veneno de la medusa ex. El estudio bioquímico y de bioactividad en 

cada uno de los extractos permitieron mostrar la presencia de diferentes 

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

La actividad tanto hemolítica como la generación de lex que presentó la 

preparación 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 quizá estén participando en el mecanismo de caza ylo defensa de la 

medusa, como se conjetura para péptidos y proteínas encontrados en venenos de 

otros organismos marinos. Esta función es más clara para las toxinas hemolíticas. 

Por ejemplO, Kem (1988a) sugirió que las toxinas líticas 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 parálisis neuromuscular, el dolor y la 

inflamación producidas por el piquete, y como efectos secundarios al rompimiento 

del integumento (lisis) para la mejor penetración del resto de las toxinas 

implicadas en el mecanismo de toxicidad, y que además las citolisinas quizá 

participen en la digestión del alimento. 

Por otra parte, para las toxinas de ex que mostraron actividad 

electrofisiológica como activadores de canales es más difícil enmarcarlas en el 

contexto de toxinas utilizadas como medios de caza o defensa, son escasos los 

estudios de toxinas que provocan despolarización celular descritas para cnidarios, 

como es el caso del veneno de Physalis physalis (Edward y Hessinger, 2000), 

Aurelia auma (Kihara et al., 1988) y el de Chrysaora sp. (Dubouis et al., 1983). Si 

bien no pueden ser descartadas como toxinas con la función de cazaldefensa, 

también es importante considerar que las sustancias del veneno de ex que 

generaron respuestas electrofisiológicas en el ovocito de Xenopus pudieran tener 

un papel fisiológico en el propio nematocisto. Es decir, es probable que los 

nematocistos además de contener proteínas y péptidos necesarios para capturar 

a su presa o para defenderse, requieran de otras moléculas para cumplir con 

procesos fisiológicos como lo es el propio mecanismo de descarga. Ha sido 

sugerida la participación de algunos polipéptidos y proteínas aisladas de 

nematocistos de cnidarios, principalmente en hydrozoos y anémonas (Weber et 

al., 1988; Hessinger, 1988) en diferentes procesos fisiológicos de estos cnida. 

La generación de [ex en el extracto obtenido por la estimulación eléctrica 

sugiere que los dinoflagelados simbiontes no están involucrados en la síntesis de 

la toxina que evoca a la corriente. Sin embargo, al comparar los perfiles 

cromatográficos se observa al menos una fracción hemolltica en un área del 

cromatograma que disminuye considerablemente en el extracto de la secreción 

mucosa con respecto al extracto obtenido a partir de los brazos orales (ver 

resultados) lo cual puede indicar dos cosas: a) que los dinoflagelados si participen 

en la producción de alguna de las hemolisinas, ó 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 fleckerli (Endean et al., 1993), 

Carybdea rastoni (Nagai et al., 2000a) y Carybdea alafa (Nagai et al., 2000b). 

Esto último lleva a considerar un estudio toxicológico de sustancias 

provenientes de diferentes tejidos de la medusa y además un análisis de las 

sustancias bioactivas de un extracto de dinoflagelados. los simbiontes de ex, que 

son de la especie Symbiodinium microadrlaficum, pudieran ser separados y 

cultivados como se ha hecho con otros dinoflagelados del mismo género 

(Kobayashi et al., 1988). Algunos estudios sobre Symbiodinium sp han mostrado 

que contienen elementos fotosintéticos y fosfatasas ácidas (Fítt y Trench, 1983). 

Sin embargo, no hay evidencias de toxinas con actividad biológica de la especie 

S. microadrlaficum. No debe descartarse la necesidad de un estudio sistemático 

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 Ca2
+ (Kobayashi et al., 1988) y vasoconstrictoras 

(Nakamura, 1993). 

ACTIVIDAD BIOLÓGICA DEL VENENO DE ex 

En este trabajo fue evaluada la actividad biológica del veneno de ex en dos 

distintos modelos celulares: 1) hernólisis en eritrocitos humanos y de oveja, y 2) 

actividad electrofisiológica en ovocitos de Xenopus laevis. los resultados de la 

actividad del veneno sobre ambos modelos permitieron mostrar algunos aspectos 

de la interacción de las toxinas producidas por la medusa con componentes de la 

membrana celular. 

Actividad hemolítica producida por el veneno de ex 
No obstante que el veneno de la medusa ex presentó la misma eficacia 

hemolitica tanto en eritrocitos de humano como en los de oveja, los eritrocitos 

humanos fueron más sensibles. En estudios previos concernientes al mecanismo 
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de acción de protelnas cito líticas, ha sido mostrado que este tipo de toxinas 

parecen interactuar directamente con los fosfollpidos o con otras moléculas 

asociadas a éstos en la membrana celular (Bemheimer y Rudy, 1986) 

presentando actividad de fosfolipasa o formando poros transmembranales. 

Algunas toxinas citolíticas se unen con el colesterol como blanco celular 

(Bemheimer y Avigad, 1978; Rossjohn et al., 1997) y otras tienen como aceptor a 

la esfingomielina (Bereheimer, 1990). 

La proporción de los diferentes componentes lipldicos 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 más esfingomielina que los eritrocitos humanos (Rottini et al., 1995, 

Ikezawa et al., 2000). Esta diferencia en la composición de los lípidos explicaría, al 

menos en parte, la mayor selectividad del veneno de ex sobre los eritrocitos 

humanos con respecto a los de oveja. Esto indirectamente sugiere que al menos 

la esfingomielina no es el blanco de estas toxinas (o de la toxina más abundante 

en el extracto) involucrado en el mecanismo de acción responsable de la 

hemólisis. Esta hipótesis también fue directamente apoyada por los resultados del 

estudio de Radwan y cols. (2001), en donde nuestro grupo encontró la actividad 

de fosfolipasa ~ y hemólisis del veneno crudo inhibida por varios IIpidas 

(colesterol, fosfatidilcolina y gangliósidos). El estudio fue extendido a diferentes 

fracciones de la medusa ex. Los estudios mostraron que ninguna fracción 

hemolítica fue inhibida por esfingomielina. 

Los resultados experimentales de este estudio, permiten postular la 

presencia de más de una hemolisina en el extracto total, esto también es 

sustentado por el trabajo realizado por Sánchez-Calderón (2001) en el cual se 

purificó una de las hemolisinas con un PM de aproximadamente 57 500. Este 

tamaño difiere con respecto al de las fracciones hemolíticas observadas en los 

perfiles cromatográficos en este trabajo, además el estudio de Radwan y cols. 

(2001), mencionado anteriormente, demuestra al menos dos mecanismos de 

acción en diferentes fracciones del extracto de ex, estos datos también apoya la 

idea de la presencia de más de una hemolisina. 
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Puede considerarse entonces a la actividad hemolítica producida por el 

extracto total de ex, como la resultante de la suma de la bioactividad de diversas 

citolisinas con diferentes mecanismos de acción, como sucede en otros cnidarios 

(lanio et al., 2001; Endean, et al., 1993). Por lo tanto, esta medusa puede ser 

importante como fuente de toxinas con actividad sobre lípidos y otros 

componentes no proteínicos de la membrana celular. 

Actividad eleb ofisiológica evocada por el veneno de ex 

Características de lü 

En el estudio electrofisiológico fueron observadas tres respuestas al veneno 

de ex sobre la membrana del ovocito de Xenopus laevis. la respuesta más 

consistente fue la activación de una corriente que fue llamada lex. la lex fue 

generada en todos los ovocitos utilizados y fue caracterizada como una corriente 

catiónica acarreada principalmente por iones de Na+ y K+. 

los canales de lex parecen poco permeables a er como se puede observar 

en el ligero desplazamiento hacia potenciales negativos resultado de la sustitución 

de este anión por 80/- en RN. 8in embargo, la disminución de la amplitud de la 

corriente en esta sustitución sugiere una interferencia del 80/- o la necesidad de 

er en el mecanismo involucrado en la generación de la respuesta por la aplicación 

del veneno de ex. El 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 quizá presenta una mejor actividad en 

presencia de iones er comparado con la presencia de iones de 804-, esto pudiera 

ser debido a la electronegatividad de cada anión, el tamaño, o el número de 

cargas que los rodean. También la ausencia de er puede estar afectando de 

alguna forma la unión de la toxina con los componentes de membrana 

involucrados en la generación de la respuesta, o incluso la conformación 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 

elucidar el papel que pudiera estar ejerciendo el er en la activación de lex. 
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El rango de permeabilidad de los diferentes cationes permite discutir el 

tamano aproximado del poro por donde fluye lex. los resultados mostraron que el 

TEA+ parece ser penneable por los canales de le., en contraste al NMDG+ que fue 

impenneable. El tamano de una molécula es definida por el radio de Van der 

Waals de los átomos individuales y su estructura molecular (VillarroeI1997) así, el 

TEA+ en forma cristalina tiene un diámetro molecular de 7.1 - 8.8 A (Zhang et al., 

1998); esto sugiere que el tamaño del poro de los canales de le. tienen al menos 

un diámetro mayor al del TEA+. 

Mecanismo de acción de le¿ 

Nuestras evidencias experimentales apoyan indirectamente que el 

mecanismo activado por el veneno de ex corresponde con la apertura de un canal 

y no con un rompimiento no específico de la membrana, por ejemplo: a) la 

completa recuperación de la conductancia de la membrana después de la 

generación de lcx; b) la desensibilización producida sobre lcx en subsecuentes 

aplicaciones del veneno en el mismo ovocito; c) la ligera rectificación de las 

corrientes entrantes observada en la relación UV de le., d) la eliminación de lex en 

ovocitos maduros, y e) las diferencias en las amplitudes de le. en ovocitos 

provenientes de distintos donadores con la misma concentración de veneno, esto 

último podría estar indicando que algún componente membranal necesario para la 

activación de lex se expresa diferencialmente de donador a donador, en fonna 

similar a lo que sucede con las respuestas de acetilcolina de tipo muscarínico y 

varias otras (Arellano y Miledi, 1993; Arellano et al., 1996). 

Con estos antecedentes, fueron considerados al menos dos posibles 

mecanismos de acción involucrados durante la activación de lex : a) la toxina del 

veneno de ex se inserta en la membrana fonnando 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 ex requiere de componentes 

proteínicos nonnalmente presentes en la membrana del ovocito para la activación 

de le •. 
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La pérdida de lex en ovocitos maduros in vitro, por tratamiento con 

progesterona, ofreció una evidencia importante de que el veneno de Cx requiere 

de otros componentes proteínicos presentes en la membrana del ovocito para 

poder generar la respuesta. Es sabido que los ovocitos de los anfibios pueden 

permanecer por años en el estado diploteno de la profase meiótica, y la 

reanudación de la meiosis en el ovocito primario del anfibio requiere de 

progesterona. In vivo, esta hormona es secretada por las células foliculares en 

respuesta a las hormonas gonadotrópicas secretadas por la hipófisis. Dentro de 

las primeras 6 horas después de estimulación con progesterona, se rompe la 

vesícula germinal, el microviUi se retrae, el nucleolo se desintegra y los 

cromosomas se contraen y migran hacia el polo animal para iniciar su división. 

Este proceso es llamado maduración del ovocito (Gilbert, 1997). Además de todos 

los cambios mencionados, ha sido observado electrofisiológicamente 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 remoción de Ca2
+ extracelular llamada le 

(Arellano et al., 1995), además de otras respuestas (Miledi R. Y Arellano R.O., 

comunicación personal). Para explicar este fenómeno, se postula que durante la 

maduración sucede una reorganización y regulación importante de proteínas 

membranales tales como canales iónicos y receptores, con la finalidad de permitir 

la inserción de nuevas proteínas involucradas en la diferenciación (Kusano et al., 

1982). Todas las respuestas al veneno de Cx fueron también inhibidas en ovocitos 

maduros, esto parece implicar la participación de algunos componente de la 

membrana que son modificados por la maduración, y que son necesarios para la 

activación lex Y de las otras dos respuestas. Estos componentes pudieran ser 

proteínas de membrana, por ejemplo, aquellas que están involucradas en la 

generación de alguna de las respuestas catiónicas nativas caracterizadas 

previamente en ovocito. 
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De acuerdo a las características electrofisiológicas de lex 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 lex no es activada por la 

apertura de hemicanales Cx38 involucrados en la generación de le. Tampoco el 

veneno de Cx parece utilizar el mismo mecanismo que la palitoxina, a través de la 

activación de la Na+/K+ ATPasa en una conformación que parece comportarse 

como un canal iónico (Scheiner-Bobis y Schneider, 1997; Wang y Horisberger, 

1997). 

Sin embargo, la activación de los canales mecanosensibles (M S) todavía 

permanece como una posibilidad. Tres evidencias apoyan la similitud entre Icx e 

IMS : a) Los canales MS descritos por Yang y Sachs (1989), para ovocitos de 

Xenopus son catiónicos inespecificos; b) durante su caracterización 

farmacológica el bloqueo más eficiente fue dado por Gdl+ en concentraciones 10 

f.lM, al igual que el efecto producido por este catión trivalente sobre Icx, y c) el 

bloqueo por Gd3+ 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 ión trivalente (Hescheler y Schultz 1993), por ahora el Gd3+ 

es la herramienta más utilizada para identificar la presencia de canales MS 

(Caldwell et al., 1998). Con el fin de explorar la real participación de los canales 

MS en la generación de la respuesta producida por el veneno de Cx, se hace 

necesario el diseño de futuros experimentos enfocados a la caracterización 

farmacológica detallada de lex. También, considerando que los canales MS han 

sido caracterizados utilizando la técnica de canal unitario, la aplicación de esta 

técnica para resolver las corrientes unitarias de lex ayudaría a establecer una 

mejor comparación en el comportamiento y cinética de los canales involucrados 

en la respuesta al veneno y la de los canales MS. 

Por otra 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 catiónica (IMtx) (Bielfeld-Ackermann, et al., 

1998), similar a lex, en ovocitos de Xenopus laevis. La IMtx en ovocitos, es 
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bloqueada por Gd3+ y los canales que son activados por maitotoxina no son 

permeables a NMOG+. También se ha observado que la maitotoxina produce un 

incremento en la concentración de Ca2+ libre intracelular (Bieffeld-Ackermann, et 

al., 1998; Weber, 1999; Weber et al., 2000), y puede llegar a generar IC/(Ca) 

(Bielfeld-Akermann, et al., 1998; Martínez et al., 1999). Dadas estas 

características, Bielfeld-Ackermann y cols. (1998) proponen también que los 

canales activados por maitotoxina están relacionados con los canales MS. Todo 

lo anterior parece apoyar la idea de que existen similitudes entre las respuestas 

Icx e IM",- 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 la activación de los 

canales MS es importante ya que este tipo de canales sólo han sido activados y 

caracterizados por presión o succión después de formar un sello con la pipeta de 

·patch clamp" (Zhang and Hamill, 1999). No hay evidencias directas de corrientes 

macroscópicas fluyendo a través de los MS activadas en ovocitos completos con 

cualquier estímulo. En otros tipos celulares, los canales MS están involucrados en 

un amplio rango de respuestas, por ejemplo, a perturbaciones mecánicas 

incluyendo regulación del volumen celular, incremento de Ca2
+ intracelular, 

proliferación celular, expresión de genes, síntesis de DNA, activación de 

baroreceptores, actividad eléctrica cardiaca alterada (ver revisión de Hamill y 

McBride, Jr. 1996). Es interesante que en un estudio realizado en la medusa 

Pe/agia nocticula fue observado que la descarga de los nematocistos fue inhibida 

por el Gd3+, los autores de este estudio sugieren la presencia y la activación de 

canales MS en los nematocistos, lo cual permite la entrada del Ca2
+ 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 

fisiológico de éstos, en la membrana del ovocito y otras células. 
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Si el veneno de ex no estuviera activando a los canales MS del ovocrro, 

aún existe la posibilidad de que el blanco de la toxina que permite la activación de 

¡cx 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 generación de IC/(Ca). La activación de esta 

respuesta evidencia la presencia de más sustancias bioactivas de interés en el 

veneno de ex. 

IC/(Ca) evocada Ror el veneno de la medusa 

La corriente oscilatoria característica de la apertura de canales permeables 

a er dependientes del aumento de Ca2
+ intracelular fue generada por el veneno 

de ex en 34 ovocitos de los 150 estudiados; la inconsistencia de la IC/(Ca) puede 

deberse a la variabilidad biológica en cada donador, tal y como sucede con otras 

respuestas nativas. El sistema completo de transducci6n de señales involucrado 

en este tipo de respuesta está compuesto de varios pasos que incluye: la 

estimulaci6n del receptor, activación de fosfolipasa C via una proteina G, la 

subsecuente producción de IP3-diacilglicerol y finalmente la liberación de Ca2
+ de 

reservorios celulares, este aumento de ea2
+ intracelular provoca la apertura final 

de los canales permeables a cr. Algún componente del veneno de ex quizá esté 

actuando sobre uno de los pasos en la cascada de señalización que genera IC/(Ca). 

eabe mencionar que la apertura de canales de er por este mecanismo ha sido 

observada como consecuencia de la aplicaci6n de diversas toxinas naturales en 

el ovocito de Xenopus /aevis, como son: la maitotoxina (Bielfeld-Akermann, et al., 

1998; Martínez et al., 1999), una fracción del veneno del ciempiés Sc%pendra 

sp. (Stankiewicz et al., 1999), extractos orgánicos de las plantas Baccharis 

heterophylla, Chenopodium mura/e, Desmodium grahami y So/anum rostratum, 

(Rojas et al., 2001), el veneno de la medusa Cassiopea andromeda y el extracto 

del hidrocoral Mil/epora comp/anata (Torres M., Rojas A., Heimer E., y Arellano 

R.O., observaciones no publicadas). Farmacológicamente, también ha sido 

observada como respuesta a cationes diva lentes como e02
+, Cd2

+, Mn2
+ y otros 

(Mitedi et al., 1989b, Frings et al., 2000). El sustrato de una posible relación de los 
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mecanismos entre todas las sustancias que generan lC/(Ca) es aún especulativo, 

sin embargo, de existir pudiera ayudar a entender el papel fisiológico de los 

canales de cr dependientes de Ca2
+ intracelular en el ovocito inmaduro. 

También, ya que los ovocitos .de Xenopus actualmente son usados 

frecuentemente como un sistema de expresión en el estudio de canales, 

tram~portadores y receptores, inyectando ya sea mRNA o cONA, el conocimiento 

de las conductancias endógenas ayudan a su mejor uso como modelo, además 

nos penniten realizar estudios sistemáticos de la actividad de diferentes toxinas 

sobre la membrana celular. 

Finalmente, el número de toxinas que presentan actividad como agonistas 

de receptores o activadoras de canales, estudiadas y caracterizadas, en 

proporción con las bloqueadoras o antagonistas es considerablemente menor, el 

veneno de ex resulta interesante ya que posee al menos dos toxinas activadoras. 

Sin embargo, aún no podemos descartar la presencia de toxinas antagonistas en 

el veneno producido por esta medusa, asi como de sustancias con alguna otra 

actividad biológica de interés. 

PURIFICACiÓN PARCIAL DE LAS TOXINAS BIOACTIVAS 

El 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 peptídica, además indica la presencia de proteasas en el extracto 

de Cassiopea. 

Las características observadas en diversos estudios bioquímicos que hacen 

referencia a la dificultad para el aislamiento de toxinas peptídicas biológicamente 

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 

purificación, 2) la capacidad de agregarse con otros componentes no tóxicos del 

veneno, 3) son extremadamente lábiles, ~ueden perder su actividad durante el 

método de purificación, por ejemplo, durante procesos de concentración y 

congelamiento, 4) es bajo el rendimiento de las toxinas activas, lo cual implica la 
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captura de un gran número 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 

características han provocado que la investigación en cnidarios de esta clase sea 

escasa y que hasta la fecha solo exista el reporte de una proteína, con actividad 

de fosfolipasa tipo A2, purificada y parcialmente 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 

inflamación de Carybdea rastoni (Nagai et al., 2000a), y dos toxinas hemoliticas 

más de Carybdea alata (Nagai et al., 2000b). 

Los resultados de las purificaciones parciales realizadas durante este 

proyecto de investigación sugieren que las toxinas hemoliticas producidas por ex 
también son susceptibles de ser purificadas. 

Toxinas con actividad hemolítica 

Las hemolisinas encontradas tanto en el extracto crudo como en las 

diferentes fracciones obtenidas de las cromatografías realizadas mostraron no ser 

extremadamente lábiles, a diferencia de otras citolisinas. Éstas pueden liofilizarse 

y mantenerse deshidratadas durante tiempo prolongado, son estables en resinas 

de intercambio iónico, e incluso pueden ser dializadas con agua desionizada sin 

perder actividad (datos no mostrados). Debido a que es necesario un gran número 

de organismos para obtener rendimientos suficientes de toxinas puras, puede 

considerarse mantenér vivos a diferentes ejemplares de ex en un acuario y 

estimularlos eléctricamente durante varias ocasiones, dándoles el tiempo 
~ 

necesario de recuperacíón de los nematocistos, esto significa un proceso largo, 

pero también tiene la ventaja de poder minimizar el número de simbiontes en las 

preparaciones, así como no tener que sacrificar al organismo. 

La comparación de la actividad hemolitica de toxinas aisladas de diferentes 

cnidarios se dificulta 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 determinación de proteína 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 

hemolítica en eritrocitos de humano aisladas de anémonas y reportadas en ng mr1 

para la UH50 son : 0.75 aislada de Entacnea quadricoJor, 64 de Heteractis 

magnifica; 98 de ConcJylactis gigantea (Giese et al., 1996); 63.6 de Actinia equina 

(Macek, 1994) entre otras; también, la toxina de 57.5 KDa aislada del extracto de 

los brazos orales de Cx presentó 100% de hemólisis con 90 ng mr1 en eritrocitos 

de oveja. Nuestros resultados muestran que la proteína necesaria para obtener el 

100 % Y el 94 % de hemólisis por las fracciones finales del extracto obtenido de 

,las medusas estimuladas eléctricamente (Fig. 37) fue de 3.4 Ilg mr1
, la potencia 

hemolítica de estas fracciones sugiere considerarlas como fuente de al menos dos 

hemolisinas importantes para la continuación de un estudio bioquímico y de 

actividad citolitica y citotóxica. 

Los pesos moleculares de las citolisinas reportadas para cnidarios en 

general oscilan entre los 15 y 240 KDa. En el extracto de ex, tanto de los brazos 

orales como del obtenido por la estimulación eléctrica fueron encontradas, de 

acuerdo al tiempo de elución observado en los perfiles cromatográficos, dos 

fracciones con actividad hemolítica, una de menos de 1.3 y la otra de 

aproximadamente 150 KDa. Sin embargo, aún no se puede descartar la 

posibilidad de que las proteínas bioactivas se adhieran a la columna y por lo tanto 

eluyan en un tiempo que no corresponde a su tamano real, esta última 

característica es considerada para la hemolisina de 57.5 KDa aislada de Cx 

(Sánchez-Calderón, 2001). Probablemente esta toxina de 57.5 Da, esté presente 

en una de las fracciones hemolíticas 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 albúmina que tiene un PM de 66 200. 
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Toxina (s) con actividad electrofisiológica 

Con respecto a la purificación parcial de la toxina responsable de la 

activación de lex, en la primera separación cromatográfica se obtuvieron tres 

diferentes fracciones con actividad biológica, una de ellas generó a Icx y dos más 

produjeron hernólisis, indicando que los polipéptidos hemolíticos no son los 

mismos que generan la actividad electrofisiológica caracterizada en este trabajo. 

El péptido responsable de la actividad electrofisiológica parece ser de un 

tamatlo más pequetlo que el de la mioglobina (17,000 Da), sin embargo, 

aparentemente la toxina se adhirió a la columna o se agregó con otros 

componentes no tóxicos del extracto, esto último parece ser caracteristico de 

toxinas de los venenos de medusas sometidos a purificación (Olson et al., 1984 ; 

Othman y Burnett, 1990; Bloom et al., 1998). La separación del pico único de la 

primera cromatografía de filtración molecular, a través de la misma columna, pero 

con un amortiguador de mayor fuerza iónica (Fig. 24B) sugirió que la toxina 

responsable de la actividad eléctrica en realidad sea un oligómero. Por ahora no 

podemos saber el verdadero tamatlo de las entidades moleculares o la cantidad 

de ellas que forman la toxina activa, una parece ser de más de 100 KDa y la otra 

probablemente sea pequetla, de menos de 17 KDa, sin embargo en esta última no 

podemos descartar la posibilidad aún de que continúe adhiriéndose a la columna. 

La pérdida de la actividad electrofisiológica en las diferentes fracciones de 

la columna Bio-SiI SEC 125 equilibrada y eluída con amotiguador de fosfatos pH 

6.8, Fig. 32 B), sugirió que se requiere de la unión original de dos o más 

moléculas para formar la toxina activa, quizá también pudiera estar implicado un 

cambio conformacional provocado por las sales. Un ejemplo de toxinas que tienen 

actividad como oligómero es la taicatoxina aislada del veneno de la serpiente 

Oxiuranus scutelatus scutelatus, en este caso cada subunidad que forma la toxina 

tiene actividad biológica diferente aunque la forma más activa es con la unión 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 oligómero en su forma activa (Bernheimer y Rudy, 1986). 
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Probablemente la participación de dos o más entidades moleculares en la toxina 

activa explicarla en parte una aparente inconsistencia en la actividad 

electrofisiolágica de las fracciones en las diferentes columnas de intercambio 

jónico probadas. En este caso habría que suponer, por ejemplo, que uno de los 

componentes del heterómero con carga diferente se quedara pegado al 

intercambiador. Futuros experimentos utilizando diferentes amortiguadores y 

soportes cromatográficos podrían ayudar a confirmar o negar esta hipótesis. 

Por otro lado, durante la búsqueda de la mejor estrategia para la 

purificación de esta proteína en el extracto de la secreción mucosa, la cual 

contenla menos sustancias provenientes de los tejidos corporales de la 

Cassiopea, se pudo hacer una observación más, y es que la toxina activa coeluye 

con las sales sugiriendo la presencia de una protelna con carga que 

probablemente sea positiva ya que el material del que están hechas las partículas 

de la columna (silice) contiene grupos silanol cargados negativamente, los cuales 

pueden interaccionar con residuos básicos en un amortiguador con baja fuerza 

iónica y retener así a una protelna con carga positiva. 

También, parece ser que la presencia de sales interfieren con la generación 

de lcx, ya que la actividad disminuyó considerablemente en las fracciones con 

mayor concentración de éstas, contrariamente al estudio de Alvarez y cols. (1998) 

en donde reportan una potencia de la hemólisis, de toxinas aisladas de 

anémonas, en amortiguadores con altas concentraciones de sales. Otro 

tratamiento que provocó la pérdida de la actividad electrofisiológica del veneno fue 

el uso de solventes orgánicos cómo el acetonitrilo y el ácido trifluoroacético que 

fueron usados en un intento de utilizar columnas de fase reversa en su 

purificación. 

Con respecto a la purificación parcial de la toxina responsable de la 

activación de IC/(Ca). fue observado que sólo el extracto de los brazos orales y el 

obtenido de la secreción mucosa presentaron esta respuesta, y ninguna fracción 

de todas las cromatografías realizadas a estos extractos fue capaz de generar a la 

le/(Ca). Esto parece indicar que las sustancias o sustancias responsables de la 

activación de esta corriente son particularmente lábiles. 
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La continuaci6n del estudio bioquímico dirigido hacia la purificaci6n y 

secuenciaci6n de las toxinas con actividad hemolítica y electrofisiol6gica de la 

medusa Casiopea xamachana permitirá realizar un trabajo sistemático para 

confirmar y detallar los mecanismos de acci6n involucrados. 

Las toxinas producidas por diferentes organismos y sus blancos biol6gicos 

pueden ayudar a entender la propia fisiología, ecología y biología de las especies 

en estudio. El abordaje interdisciplinario de trabajos como el expuesto aqul, 

presenta ventajas que permitirán avances importantes en diferentes áreas como 

lo son las ciencias biomédicas y la biotecnología. 
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CONCLUSIONES 



1. El estudio de actividad biológica mostró que algunas toxinas producidas por 

la medusa Cassiopea xamachana tienen como blancos moleculares a 

lípidos y proteínas de la membrana celular. 

2. Las toxinas de ex parecen activar al menos dos proteínas 

transmembranales formadoras de canales iónicos en la membrana del 

ovocito de Xenopus laevis 

3. La respuesta mas consistente que fue la generación de una corriente 

catiónica inespecífica llamada lex parece ser provocada por la activación de 

canales mecanosensibles o por la activación de canales catiónicos aún no 

descritos en la membrana del ovocito. 

4. La toxina que generó a lo probablemente se trate de un oligómero en su 

forma activa. 

5. La hemólisis del veneno crudo de ex 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 lipídico que se encuentra en 

mayor proporción en la membrana de los eritrocitos de humano comparado 

con los de oveja. 

6. El estudio bioquímico sugirió la naturaleza proteínica de las toxinas 

bioactivas presentes en ex. 
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ANEXO 1 

Control de voltaje 

Los diferentes métodos electrofisiológicos desarrollados hasta la fecha, son 

utilizados para analizar y registrar la actividad eléctrica de las células y los canales 

iónicos que están involucrados. El desarrollo de estos métodos ha sido 

consecuencia del avance en la investigación en varias ciencias, principalmente la 

biofísica y las neurociencias. Los primeros registros realizados en el siglo XIX 

fueron obtenidos con grandes limitaciones tecnológicas, sin embargo, el trabajo de 

muchos grupos derivó en adelantos metodológicos que provocaron la generación 

de técnicas electrofisiológicas eficientes. Una de estas técnicas la cual conocemos 

como control de voltaje fue desarrollada por varios grupos de investigadores, 

principalmente Cale y Marmont (E.U.A., 1947-1949) y Hodgkin, Huxley y Katz 

(Inglaterra, 1952). Esta metodología es el antecedente directo de otra de las 

técnicas mas exitosas del siglo pasado, la de control de voltaje en microáreas 

desarrollada 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 iónicas provocadas por el veneno de ex. Antes de explicar el 

fundamento de la técnica debemos recordar algunos de los conceptos básicos de 

las propiedades eléctricas celulares. 

Las propiedades eléctricas de las células son consecuencia principalmente 

de su geometrla y las características de los componentes de su membrana, tales 

como canales iónicos y transportadores. En general, eh toda célula existe una 
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diferencia de potencial eléctrico entre su interior y exterior, esto es establecido 

principalmente por las características electroquímicas de ambos medios. El 

potencial transmembranal usualmente se denota Vm y es medido en voltios. El 

flujo de iones a través de la membrana por unidad de tiempo es llamado corriente 

membranal, y es medida en amperios (A) y denotada como 1m. 

. Los canales iónicos confieren características a la membrana celular muy 

importantes para la definición de sus propiedades eléctricas ya que a través de 

ellos los iones atraviesan la membrana, y proporcionan a ésta una conductancia 

eléctrica. La conductancia G, medida en siemens (5), es el inverso de la 

resistencia R, medida en ohms (Q). Asi, a resistencia infinita, la conductancia 

tiende a cero. Cuando varios canales iónicos en una membrana se abren 

simultáneamente, 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 la corriente que la atraviesa en repuesta a 

una fuerza electroquímica impulsora establecida por dos factores: 1) la diferencia 

de potencial eléctrico a través de la membrana, y 2) el gradiente de concentración 

iónica que se establece a ambos lados de la membrana. 

Otra propiedad importante, en las características eléctricas celulares es la 

bicapa Iipídica, que es impermeable a los iones y actúa como un aislante 

confiriendo a la membrana de capacitancia eléctrica. El grosor y el área de la 

membrana hace de ésta un excelente capacitar. La capacitancia (C), medida en 

faradios (F) corresponde a la habilidad de almacenar cargas (Q) a uno y otro lado 

de la membrana. 
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Técnica de control de voltajo con dos microelectrodos 

Los mayores progresos en el entendimiento del comportamiento de las 

diferentes corrientes iónicas a través de canales en membranas celulares, ha sido 

posible, en buena medida, por el desarrollo de técnicas de control de voltaje (ver 

Hille, 1994 y Adley y Stanfield, 1996). Este método permite analizar la corriente 

iónica debido a que: 1) mantiene el control espacial y temporal del potencial de 

membrana, 2) elimina por lo tanto la corriente capacitiva, y 3) permite separar la 

corriente iónica de interés, al poder aplicar diversas manipulaciones 

experimentales incluyendo diferentes soluciones intra y extra celulares y el uso de 

fármacos especlficos. 

A finales de los años 40's, Cole (1947) y Marmont (1949) desarrollaron un 

método cuya finalidad era controlar el potencial de membrana. Esto era necesario 

por la siguiente razón: en los experimentos de control de voltaje se puede 

controlar el potencial de la membrana y medir por lo tanto la corriente 

transmembranal requerida para mantener ese voltaje. Esto se logra con un 

sistema de retroalimentación negativa, así por medio de un electrodo intracelular 

se mide continuamente el potencial de membrana, este valor se compara con una 

señal 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, 1m es la suma de dos componentes: 

Im=lion+ ICm 
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Donde ICm es la corriente capacitiva e lion es la corriente que fluye a través de los 

canales. 

La corriente capacitiva es proporcional al cambio de potencial de membrana 

con respecto al tiempo. Esto es, ICm = Cm dVldt. La forma de medir directamente 

la corriente iónica en todo momento es hacer que no haya cambios en el potencial 

de membrana de tal forma que dV/dt=O 

La corriente en ausencia de fluctuaciones del potencial de membrana 

corresponde únicamente a la que fluye por los canales iónicos, y es posible medir 

a través de otro electrodo externo conectado a un convertidor corriente-voltaje. La 

detección de la corriente transmembranal en forma continua permite analizar sus 

características funcionales desde el punto de vista, de varias disciplinas, por 

ejemplo, biofísico, fisiológico o farmacológico. 

""""""", w 

>4-+------<> 10xV. 

R 

Figura. 1. Diagrama que muestra el mecanismo de retroalimentación usado 

durante la técnica de control de voltaje con dos microelectrodos 

1, representa al electrodo de corriente; V, al electrodo de voltaje. Vm es el potencial de 

membrana; 1m la corriente transmembranal; R, resistencia. Modificado de Adley y 

Standfield, 1996. 
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Abstract 

In this study, we detennined hemolysis activity in human and sheep erythrocytes. and characterized the electrical responses 
in Xenopus oaeyte membrane elicited by the venom of the jellyfish Cass;opea xamachana (ex). The ex venom produced 
hemolysis in bolh species, being more potent on human red eells. The electrophysiologieal srudy showed that the Cx venoro 
elicited three different responses in the ooeytes. One current was generated in all the oocyte.<; tested and corresponded with a 
slow inward current (lc.) associated with an increase in membrane conductance. lc. was coneentration-dependent and had a 
reversal potential of -10.3 ::!: 0.4 mV. lomc substitution srudies indicated that the conductive pathway was mainly penneable 
to cations and non-seleetive. The ooeyte membrane resistanee was eompletely reeovered after washout of the venom, this 
suggested mat the effect was due to generatíon of a specifie membrane conduetance as opposed to a possible non-speeifie 
membrane breakdown. A eomparative study with three distinet native eationie channels present in the ooeyte membrane (Le. (1) 
hemi-gap-junction channels, (2) roechanosensitive ehannels, and (3) the ouabain-sensitive channel aetivated by palytoxin), 
showed that fe. might correspond to opemng of roechanosensitive ehannels or to activation of an unlrnown eationie channel 
loeated in the oocyte membrane. The bioaetive fraetion elieiting fe, were peptides and wa<¡ separated froro two other peptidic 
heroolytic fraetions by chromatography. © 2001 Elsevier Scienee Ltd. AH rights reserved. 

Keyword.f: Ca.uiopea; Xenopus oocyte; tonie channeJs; Electrophysiology; Hemolysis 

1. Introduction 

The marine invertebrates included in the phylum 
Cnidaria-jellyfishes. sea anemanes and corals-express 
a wide variel)' of neurotoxie and eytolytic substances (Pong
Prayoon et aL, 1991; Lotan and Zlotkin, 1996). These toxic 
substances are principally confined to a eytoplasmie capsules. 
the nematocysl<; (Wat<;on and Wood, 1988). 

Ca.~.\·i(}pea xamal:hana (ex) is a jellyfish that. like all 
other members of this genus, is ealled "the up side-down 
jellyfish". The presence of ex ha<; been reported in all the 
oceans. and particularly at the lndo-Pacifie. also around 
Hawaii. and me Caribbean Sea. Its venoro can cause rooder
ately painful stings in humans that commonly resuhs in a 

* Corresponding author. Te!.: +52-4-2381062; fax: +52-4-

23RI062. 
E-mail addre>~.~:arellano@ca1li.cnb.wl<un..mx (R.O. Arellano). 

rash, and ocea<;ionaUy within un hour. produce.<; vomiting, 
painful joint<; swelling. facial edema and generalized urti
caria (Rifkin et aL, 1996). 

Isolalion of Cx nematocysts has proven difficult (Fin and 
Trench. 1983; Radwan et al.. 2001), and has hampered 
research on Cx venom. Nevertheless. srudies on its hemoly
tic, proteolytie and phospholipase aetions exist (Pong
Prayoon et aL, 1991; Radwan et al .• 2001). Also, the erude 
venoro has been reponed to comain smal! nonpeptide antie
holinesterases and muscarinie toxins (Karlsson et al.. 1991). 

Among the bioaetivities of differentjellyfishes toxins, cylo
Iysis is probably one of the most documented (Edean et al.. 
1993; Bernheiroer and Rudy, 1986; Rottini et al., 1995; Lotan. 
1995; Malpezzi el al., 1993). In addition. it has been reported 
chat sorne jellyfish venoms generate electrieal activil)' in 
different cell models. for example: (1) Aurelia sp venom 
causes depolarization in frog muscle (Kihara et al., 1988); 
(2) Carybdea rtL\·tonii produces a ealcium-dependent 

0041-0101/01/$ - see front maUer 02001 Elsevier Science Ltd. AH rights re~rved. 
PII: S0041-0101(01)OOORI-2 
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contractile response in arterial smooth muscle (Azuma et al .• 
1986); and (3) Chr)'s(J(Jra sp. toxins open catianie channels in 
myelinated frog nerve fibers (Dubois el al.. 1983). 

The Xenopus oocytes afid fallides (Le. lile oocytes 
coupled lo its surrounding follicular cells) are useful cellular 
systems ror studying ion channels afid membrane receptors 
in a controlled in vivo environmenL These ccllular models 
are excellem tools in the venom research with neurotoxic 
activity siRce they exhibit several advantages: (1) oocytes 
and foLlicles express a variety of native ¡onie conduclances 
and membrane receptan; lo diverse neurolfaosmiuers and 
honnones (Kusano et al., 1982; Miledi el al., 1989; Arellano 
el al., 1996); (2) several exogenous receptars afid channels 
can be expressed in dIe membrane of lhe oocyte by micro
injection of messenger RNA purified from different sources 
(Miledi et al., 1989), including the nervous system; and (3) 
lhe size of me oocytes (1-1.3 mm) perrnits me application 
of several research methodologies on a single ceU. 

In the pre.~ent srudy, we describe the biological activity of 
the ex venom in two systems by measuring: human and 
sheep erythrocytes lysis and the electrical aclivity evoked 
in Xenopu.\' oocytes. 

2. Material and methods 

2.1. Venom extraction 

Live adult C(L~.n·(Jpeu xamachanu were collected in 
Bojórquez Lagoon, Cancún, Quintana Roo México (20° 
20' north latirude and 21° 10' east longitude) and were 
prepared as follows: The oral arms of five organisms were 
clipped manually, combined and cenlfifuged at 1620 g for 
10 min al 4°C. The pellet wa.~ resuspended in distilled water, 
Iyophilized and stored al -20°C. 

The nematocyst~ rupture was monitored optically in order 
(O obtain their maximal discharge. The best technique for 
nematocysts discharge was obtained applying an osmotic 
shock by resuspending freshly lyophilized samples in deio
nized water (l mg 10 ,.d- 1

), this preparation was stirred for 
2 min and centrifuged at 1932 g for 30 min at 4°C. The 
supematant was then centrifuged at 11130 g for 20 min at 
4°C, and filrered (millipore 0.45 ¡.Lm). Protein content was 
measured using both the Bradford and Lowry methods 
(Bradford. 1976; Lowry et al., 1951). This pool was used 
to detennine both, the electrlcal and !.he hemolytic venom 
activities. The venom isolaterl and resuspended in lhis form, 
maintained full activity when stored al -70°C for 1 month. 
Samples of venom kept at -70°C gradually lost as much as 
70% of meir electrical aclivity wi!.hin 1 year. Thus. me best 
way to mruntain full activily for severa! months was keeping 
the lyophilized sample at -20°C. 

2.2. Hemolylic as.m)' 

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

1990), with sorne modifications. BrieHy, the assay contained a 
mixture (l mi) of Alseven solution (containing in mM: 120 
dexuose. 30 sodium citrate. 7 NaCI and 2 cimc acid. adjusted 
to pH 7.4) with 50 J.Ll of 1% suspension of human or sheep 
erythrocyte.~, and the required volurne of venom sample. 
Sample.~ were incubated at 37°C fOI 30 min. After centrifuga
tion (liJO g for 5 min at 4°C), the ~lS ofthe supernalant fluid 
containing me hemoglobin released from Iysed erythrocytes 
was measured in a specuophotometer (Lambda B io, Perkin 
Elmer Co.). Each experiment wa~ nonnalized wim respect to 
complete hemolysis. this wa~ accomplished by diluting the 
erythrocytes sample in deionized water instead of Alseven 
buffer and adjusting the Am to 0.9. One hemolytic unit 
(HUso) was defined as the amount protein sample required to 
cause 50% hemolysis. 

2.3. Eleclrophy.\·iological techniques 

Xenopus laevis oocytes at stages V and VI (Dumont, 
1972) were dissected from the ovaries and treated wilh 
collagena~e (0.5 mg ml- 1) at room temperature for 30 min 
in normal frog Ringer (NR) solution (containing in mM: 115 
NaCl, 2 KCl, 1.8 CuCl l • 5 Hepes, pH 7.0). After wa~hing 
with NR. the oocytes were defoUiculated (all their external 
envelopes except for me vitelline layer were removed) using 
fine forceps. The defoUiculated oocytes were slOred at 18°C 
in sterile Barth's solution (containing in mM: 88 NaCl. I 

KCI, 2.4 NaHCO
" 

0.33 Ca(NO,)" 0.41 CaCI" 0.82 YIgSO" 
5 Hepes. pH 7.4. supplemented wim 70 ¡.Lg ml- 1 gentami
cin) until their use in electrophysiological studies (Arellano 
et aL, 1996). Electrical recordings were made over a period 
of 1-5 days following dissection. and responses were morn
tored wim a two-electrode voltage-clamp (Miledi, 1982) 
The oocytes were continuously superfused (5 mi min -1) 
with NR and voltage clamped at -60 mV so as to be 
away from the equilibrium potentials for K-t. Na t, Cah 

and CI- (Kusano et al., 1982). The connotation of inward 
¡onic current is given with respect to this potential. ex 
venom and other drugs were applied in the superfusing 
bath. To study ion selectivity. the NaCl in the NR was 
substituted with equa! amount~ (115 mM) of NMDG·CI or 
KCL The low CI- Ringer solution contained 57.5 mM 
Na2S04 in place of NaCI and the osmolarity of mis 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 emanol. In order to eliminare me native le 

current (Are llano et al., 1995), an antisense oligonucleotide 
for me sequence that codified for me connexin 38 (Cx38) 
was prepared with me sequence 5'-GCf ITA GTA AIT 
cec ATC CTa CCA TGT TIC-3', and was injected 
(15 ng) ioto oocytes 2 or 3 days before recorciing (Ebihara, 
1996; Zhang et aL, 1998). The oocyte.<; of this group were 
compared with oocytes injected with equal amount of a 
conuol scramble antisense oligonucleotide thal had the 
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Fig. 1. Hemolysis and e1ectrical responses produced by ex venom. (A) The hemolytye aetivity of ex venom on sheep (j,) and human 
erythrocytes (e) was concentration-dependent. Eaeh point is the mean ± SE from six assays. The HU}() in sheep and human erythroeyles 
were of 55.9 and 6.8 !-Lg mi-l. re!''JX!ctive1y. (B) Examples of membrnne ionie eUJ'Tents elicited by ex venom in oocyles voltage cJamped al 
-60 mV. In this and subsequent records the venom (2.5 ~g ml- I) and olherdrugs were applied during times indiealed by bars al lop. and steps 
to -40 mV (2 s) were applied periodicaJly lo monitor membrnne eonduelanee. (a) le, elicited by ex venom. (b) oseillatory current (lCI_(Ca2'¡'» 
and le,. and (e) the fa"t inward eurrenl elicited in sorne oocytes logelher with the Iypical/c •. 

sequence 5' -CTf TIG ACC GCf CAT CCC TAT AGT 
ATTTGC-3'. 

2.4. HPLC size. exc!u,\'ion c:hromalography 

The Cx venom was processed for HPLC using a Bio-Rad 
Bio-Sil SEC-l25 column (600 X 7.5 mm) equilibrated and 
eluted with 10 mM ammonium acetate buffer (pH 7); flow 
rate of Iml min- 1

; 1 mi fractions collected; deteclion. 
206 run. The fraclions were Iyophilized and resuspended 
in deionized water and protein concentration was deter
roined by me Lowry melhod. 

The column was calibraled with me 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)-emane-N.N.N' ,N'-tetraa-

cetic acid tetrakis acetoxymethyl ester (BAPTA-AM) was 
obtained from Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Fetal 
bovine serum: progesterone. collagenase (type 1), gentami
cin, and ouabain were purchased from Sigma (St. Louis, 
MO. USA) and all salt<; and other reagents were obtained 
from J. T. Salcer (Phillisburg, PA, USA) or Sigma. 

3. Results 

3.1. Cylol)'lic assay 

The crude ex venom had concentration-dependent hemo
Iytic activity. This wa<; detected in bom, human and sheep 
erythrocytes (Fig. I(A», and had an HU~o of 6.89 ...,g rnl- I 

and 56...,grnl- t
, respectively. Thus. the ex venom wa<; 

approximately 10 times more Iytic to human red ceUs. 
Xen()pu,~ oocytes treated with similar ex venom concen

trations were not Iysed (not shown). 
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Fig. 2. le. aclivalion was ¡ndependen! on intracellular Ca ~+ ¡ncrease. Example of ¡onie currents elicited by venom (2.5 ¡.l.g ml- I
) or FBS (0.1 %) 

in conlrol oocytes (A-S) and in oocyle. .. loaded with BAPTA-AM (ID Jl.M. 24 h. e-O). le. was nol affecled in the BAPTA-Ioaded oocyles, 
while the osciJlatory currenls were complelely eliminated (C and D). 

3.2. Electrical ach.'vil), elicited by ex venom in Xenopus 
(J{)c)'tes 

The restiog membrane patential of the oocytes (n = 150. 
25 frogs) used in this study was - 34 :!:: 6 rnV (all data given 
as means::!: SE) and had an average input resistance of 
0.79 ± 0.2 Mil. 

In oocytes. the ex venom evoked complex inward 
memhrane current<; associaterl with an ¡ncrease in 
membrane conductance (Fig. 1(8». Two components of 
the current response were not elicited in aH ceLls, one of 
these was a smooth inward current that inactivated rapidly 
even in the presence of me venom (63 :!: 5.7 s, Fig. l(Hc». 
This response wa'\ observed in 15 oocytes of four frogs from 
a total of 25 frogs. 

The second response component wa'\ an oscillatory 
inward current (Fig.l(Bb» e1icited in 34 oocytes from 
13 frogs from me same total of 25 frogs. This osciLlatory 
current presented characteristics which were very similar 
to the common 1c¡_(Ca2+) eliciled in oocytes by several 
agonist such a'\. acetylcholine. angiotensin n, divalem 
cations and a serum factor (Miledi et al., 1989). For 
example. me ex venom-induced osciUatory current wa'\ 
abolished in oocytes incubated 24 h in medium contain
ing BAPTA-AM (10 ~). suggesting that Lhe current 
activation was dependent on intrace11ular calcium release 
(Fig. 2). 

The third component of the venom response was 
eliciled in a11 the oocytes tested and wa'\ commonly the 
largest current activared. This corresponded to a slow and 
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Fig. 3. Concentration-responllc and current-voHage relationships. (A) Examples of membr.me ¡onie currenls eliciled in an oocyle held al 
-60 rÍlV. Superimposed traces are the membrane curren! elicited by subsequenl applications of ex venom (15 ml) al differenl concenlmlions 
(in IJ.g mI- I : a = 0.62, h = 1.25, e = 2.5, d = J, e = 5) in a single oocyle wilh wa~hing periods of 10 mino (B) Concentration-response 
relationship for le. oblained in six oocyles (two frogs). le. ohtained in each concentralion were nonnalized with respect lo Ihe maximal currenl 
generatcd by 5,....S ml- L of the ex venom. (e) Traces are examples of suhsequenl ex venom (2.5 J.1g ml-1) applicalions in a single oocyle 
producing de~nsitizalion of Ihe respon~. (D) Superimposed traces are cumples of voltage sleps, from -140 lO +60 in increa'>es of 20 mV 
applied lO an oocyle held al -60 mV during superfusion with NR (control traces) and during Ihe peak eliciled by 5 ,...g ml- 1 of ex venom. (E) 
Currcol-voltage relationship of le,. Each poin! represents the average of (he currenl oblained in 10 oocytes from Iwo frogs. 

smoolh inward current, denoted here as lCf' The activa
tion of fe. was coneentration-dependent (Hg. 3(A) and 
(B). six ooeyte fram two frogs), bU( me average current 
amplitudes were variable between ooeytes fram different 
frogs. For exarople, me venom (1.25 j.Lg ml- 1

) in ooeytcs 
(n = 5) from one frog generated lc. of 1327 == 133 nA. 
while venom from me same extraction elicited in oocytes 
(n = 5) from anOlher frog currenl<; of 302 == 87 nA. The 
le. recovered slowly, normally several minutes after me 
venom was washed-out. Also, subsequent venom applica
lions in me same oocyte produced desensitization of the 
r~<ponse (Fig, 3(C)), 

In oocytes (28 from six frogs) ineubated 24 h wilh 
BAPl'A-AM (l0~) the fe. amplirude and il<; time-eourse 
were not affeeted. while me oseillatory currem in the same 
oocytes evoked by Lhe ex venom or serum were eompletely 
eliminated. this result strongly suggested that fe. was not 
dependenl on intraeellular ea2+ increa<;e. 

3.3. lonje ba.~i,~ of lc. 

Given that fe. was the more consistent response elieited 
by lhe venom we studied in detail the electrophysiological 
characteristics of lhis current. 

Funher experiment<; were performed in order to evaluated 
Lhe ionie basis of fe. and to establish a possible relationship 
wilh previously described ionie channels in the native 
oocyle (see below). For this, oocytes were c1amped at 
-60 mV. and a series of voltage sleps (2.6 s) fram -140 
to +60 mV were applied during superfusion wiLh NR 
(control current) or al me lCl peak. For eaeh voltage step, 
Lhe control membrane currenl<; were substracted from those 
obtained during le! peak, and lhese values were plotted as in 
Fig,3(E), 

The fe! had a reversal potential (En.) ol' -10.3 ± 0.4 mV 
(n = 10. Fig. 3(E»: This value differs from me equilibrium 
pOlemials for CI- (-20 mV). K+ (-100 mV) or Na+ 
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Fig. 4. Jonie basis of le._ Oocytes were superfused with solutions containing differenl concentrations oflhe principal ions in Ringer solution and 
the current-voltage relations were constructed applying a series ofvoltage steps befare and during the le, peak. le. was generated in:t>."R (e) or 
in ane of following solutions, (A) substitution of 100% Na.j- by NMDG+ (O) ar 50% (a), and (B) substitution of all Na + by K+ ("'). 

(+60 rnV) in Xenopus oocytes (Kusano et aL, 1982), 
suggesting that the [Cr channels were permeable to more 
than a single rype of ion. 

Ion substitution studies were perfonned in arder ro know 
the participation of the principal ions during le .. Replace
ment of 100, 50, 75 and 25% NaCl in the NR by N-methyl
D--glucamine gave Ere. 's of -39.83 ± 2.23 mV (n = 6), 
-24.32:t I.03mV (n=6), -19.66:tO.16mV (n =6), 
and -14.99 ± 1.31 mV (n = 6), respectively (Fig. 4(A». 
As lct was reduced throughouc the vohage range slUdied. 
lhis effect was stronger on the inward currents suggesting 
lhat Na + is a main current carrier in the response. Substirut
ing all Na+ by K+ slightly shifted lhe Ere. to 
-12.8:t 1.4 mV. six oocytes (Fig. 4(B) suggesting that 
lCT channels were also permeable to K+. Finally, lCt elicited 
in Cl- free medium had an~. -14.03 ± 0.39 (not shown). 

AH these resu1ls 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. Ac/ion mechanism involved in lc. genera/ion. 

Given mat lCT was driven lhrough 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 tbat le. might be generated by 
opening of an oocyte native channel. For example, one fact 
supporting this idea was obtained io experiments in which a 
group of oocytes were ioduced to mature by iocubation with 
progesterone (10 .... M, approximately 5 h). It is known mat 
several native responses of the ooeyte are dowo regulated or 
eliminated in marurated ooeytes. The eholinergic responses 
(Kusano et al., 1982), me le eurrent (Arellano el al., 1995, 

see below), aod several other native eleetrieal responses are 
eompletely elimioated in malUre oocytes (Miledi, R. and 
Arellano. R.O., unpublished observations). The lCt was 
almost complerely eliminated in maturared oocytes 
(Fig. 5(B». Experiments made in cells from a particular 
donor showed that control oocyres (n = 4) responded to 
venom with robust ICt of 1858 :±: 85 nA while in marurated 
oocyres from the same frog only one from four ooeyres 
responded with an leJ of 20 nA. Thus, the electrical response 
produced by the ex venom in the ooeyte membrane is regu
lared by maturation as likewise several other native 
responses. 

Previous studies have shown that oocyte membrane is 
endowed with at least three distinct native cationie currents 
whieh are generated by: (1) the opening of hemi-gap-junc
rion channels (Cx38) that generares the current named le 
(Arellano et al., 1995; Zhang et al .• 1998); (2) palyroxin 
application that activares an inward ouabain-~ensitive 

current (Wang and Horisberger, 1997); and (3) the activa
rion of meehanoseositive ehannels (l~lS) (Yang and Saehs, 
1989). To determine if one of these channels is involved in 
tbe letgeneration. the following experimems were 
perfonned. 

(1) The le native current is generared when the oocyres 
are exposed to medium deprived of divalent cations 
(Arellano et al., 1995), aod is due to the opening of Cx38 
hemi-gap-junction channels commonly present in the 
membrane of the ooeyte. The injection of Cx38 antisense 
oligonucJeotide ioto the ooeytes eliminates le in approxi
mately 48 h (Ebihara, 1996; Zhang el al., 1998). Therefore. 
we injected oocytes with an oligonucleotide antisense to 
Cx38 and incubated for >48 h until le vanished. as 
evidenced by perfusing tbe ooeytes with Ca2+ -free Ringer 
solution. These injected-oocytes not generating le, still 
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Fig. 5. fe" relation wilh le, ana its regulalion dunog oocyle maluration. (A) Nalive calionic current le aclivated by superfusion of CaH - free 
Ringer solution in control oocytes. le was aholished in oocytes injected with a Cx3R anlisense oligonucleotide. The oocyles deprived of le in 
Ihis way slill responded generating robusl/cl (2.5 f.Lg rnJ-l). (8) fc,(2.5 ¡..Lg m¡-l) in a control oocyte and in an oocyle which was ¡nclueed lo 
matuTe by progeslerone (10 ¡JM) treatment. Traces are examples of resulls obtained in four oocytes for each group. 

responded to the venom (2.5 ¡Lg rnl- 1
) evoking robust [e,. 

For example, in control oocytes (n = 4) from ane frog 
(either non-injected or injecred wim a scramble oligo) le, 
was of 285 :t: 35 nA and oocyres without Ir (antisense 
Cx38-injected) generated fe, of 440 ± 25 nA (n = 4, Fig. 
5(A). This result indicated mat a fe, channel did not corre
spond (Q opernng of Cx38 hemi-gap-juncrion channels. (2) 
palytoxin (a toxin from a soft coral of me genus Palythoa) 
evoked an unspecific cationic conductance in me oocyte 
membrane which is blocked by ouabain (Wang and Horis
berger, 1997). Again, fc,elicited by 5 fLg ml- 1 venom did 
not produce differences in the presence of ouabain 100 f.LM 
(473 ± 16 nA, n = 5) compared with a control group in me 
absence of ouabain (342 ± 41 nA, n = 5). Finally, (3) 
because bom lMs ad le are blocked by lanmanides, me possi
bility mat these polycations might block le, was tested. For 
mese studies, me le, was elicited by ex venom 
(2.5 fLg rol- t ) and theo Od1+ or La3+ (10 f.LM) were applied 
at its maximum peak. Both, GdH and LaH .blocked 100% 
le, (n = 6, Fig. 6(A)). The inhibition effect wim Gd"1"3 
(5 J.LM) was vohage-independent (n = 4, Pig. 6(B»). The 
later result suggested thar the süe for Gd3

+ actions did not 

strongly sense the transmembranal potential, and thar the 
blockage binding site was not within the pore of the let 
channe!. However. ir is still not possible to complerely 
rule out thar me Gd H binding sire was ar a superficial loca
tion of me pare and not sense the transmembranal porential. 

3.5. Partial purification 

The ex venom losr its hemolytic activity when ir was 
incubated at 3rC for 2 to 12 h, but the activiry was 
preserved when the venom was incubated up to 24 h 
together with a cocktail of protease iohibitors (complete 
TM, mini Boehringer Mannheim Ca. Gennany) in six 
hemolytic experiments (Fig. 7(A». Likewise. the electrical 
activity was lost gradually with the incubarion at 37Q C in the 
absence of prorease iohibitors, but preserved when the inhi
birors were present (10 oocyres from four frogs). The 
protease iohibitors used did not generated hemolytic or elec
trical activity by themselves. These observatioos suggested 
that the active substances were proteinaceous (Fig. 7(B». 

Thirty five fmctioos were collected froro the HPLC chro
matography (Fig. 8(A)), and the peak ohtained at 25 mio 
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Fig. 6. Blocking effccl of le. by GdH. (A) le. (5 ~g ml-1 ofvenom) wa~ blocked by GdJ
+ (lO J.LM), (he effect was completely reversible. (8) 

Current-voltage relation of le. blocking effecl by GdH (5 IJ.M. "), compared with le. in control conditions (e), Poinlsare Ihe avemge (±SE) of 
(OUT oocytes in each condition. 
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o " b , ... 
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Fig. 7. Evidence of (he prOlcin nalure of lhe active substances. (A) Hemolysis a<¡says were made on sheep erythrocytes in the pre~nce of ex 
venom incuhated al 37"C (e), ex venom incubaled al 37"C together with a protea~e inhibitors cocktail (A) and Ihe prolea-.e inhibilors cocktail 
alone ("). (B) Activation of le. failed when ex venom (5 ¡Lg ml- 1

) wa~ incubaled al 37Q C for 24 h (top trace), however, ex venom activilY was 
protected during the incubation at 37°C (24 h) by the pre~ence of a protease inhibitors cocktail. 
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Pig. 9, lonic membrane curren! generated by F25. (A) Tbe fraction 25 (1 IJ.g mr l
) elicited an inward membrane currenl wilh similar 

charac!eristics lo le,. (B) Current-voltage reJationship of le. elicited by F25 (5 IJ.g ml- l
, 6,) and total ex venom (5 IJ.g ml- l

, e). The cwrenl 
response elicited by F25 was no! affecled in BAPT A-loaded oocyles (.A). Each point repre.~enls Ibe mean current in five oocytes. 

(F25) consistently presemed the electrical activity, while me 
hemolytic activity wa<; obtained in peaks 15 and 31 
(Fig. 8(B)). 

F25 eliciled an inward current with a similar time-course 
to that of le. (Fig. 9(A» and had an Ere. of 
-12.47:::t:: 0.97 mV. This value was similar lO that obtained 
in me sume oocytes for me le. generated by total venom 
superfusion. In order to know if the current elicited by 
F25 was CaH -independent like len we perfonned venom 
applications in oocytes loaded with BAPTA-AM. Loaded
oocytes still responded to t''25 and !he current generated had 
an I;ev of -10.77 :::t:: 0.81. a value that was also similar 10 
that for the let elicited by lhe crude venom (Pig. 9(8», Thus, 

these results seemed to indicate thal F25 contains the protein 
responsible for le. generation. 

4. Discussion 

In this study, we show that ex venom displays biological 
activity in lWO different celI models: erythrocytes and 
oocytes. With respect ro hemolysis, human erythrocytes 
were more sensitive 10 ex venom than sheep red blood 
cells. Previous studies concerning the action mechanisms 
of cytolytic proteins have shown that these subslances 
¡nteracl directly with the membrane Iipids (Bernheimer 
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and Rudy, 1986), either by presenling intrinsic phospholi
pase activity or by generating transmembranal hydrophilic 
pores. Sorne cytolytic taxins imeracl with lafget celJ vía 
cholesterol (Rossjohn et al.. 1997) and, in other cases, sphin

gornyelin (Bernheimer and Rudy. 1986). The proponion of 
these membrane lipids in el)'throcytes differs berween 
animal species; for example, sheep erythrocyte membrane 
comains about three limes more sphingomyelin mao the 
human erythrocytes (Rouini el al .• 1995). Thus, differences 
in memhrane lipids compasilion might explain the higher 
selectivity of ex venom 00 human erythrocytes. 

The elecrrophysiologicaJ srudy shows that the ex venom 
elicits Unce different responses in Xenopus oocytes. One of 
lhem, denoted len was geoerared io al! oocytes tested. le. 
was produced by the openiog of cationic channels io the 
oocyte membrane; these chanoels discriminate pooriy 
between Na + aod K+ . 

We consider at least lWO possible mechanisrns iovolved io 
the activatíon of lex by lhe venom: (1) The ex venorn 
peptide was incorporated to lhe rnembrane to form an ion
conducling pare, a similar mechanism (O that used by cyto
Iysins (Bemheimer and Rudy, 1986; Rossjohn et al., (997); 
and (2) ex venom activared native cationic channels presenl 
in the oocyte membraoe. Three observations suggest that the 
ex venom exerts its action by opening a specific membrane 
conduclance ralher than inducing a non-specific membrane 
breakdown: (1) me complete recovery of the oocyte 
membrane conductance after continuos exposure to ex 
venom; (2) the desensitizatioo of le. resulting from subse
quem venom applications in lhe same oocyte; and (3) me 
elimination of le. in mature oocytes. 

The eleclfical charncteristics of le. indicated that there are 
at leas{ mree different types of native channels mat might 
correspond with those activated by ex venom. 

Our results show mar le. was oot generated via rhe Na t_ 

K+ pump which has been proposed to be activated by paly
toxin. neither by opening of le channels, since oocyres 
deprived of le by injection wilh an antisense against Cx38 
channel nueleotide sequence still responded potently 10 me 
venom. Thc third optioo. a venom action 00 !.he gatiog of 
mechanosensitive chanoels still remains as a strong possi
bility. Indirect evidence that support a similarity between le. 
and IMS inelude: (1) both are cationic currenl"; (2) also. both 
are blocked completely by a conceolfalion c10se to 10 ¡.LM 
GdH

; aod (3) importantly, this blocking effect was 
provoked through a voltage-iodepeodenr mechanism. mar 
suggested strongly which the channels involved are bJocked 
by Gd1 + at a binding site oUl .. ide the membranal eleclfic 
field (cf. Yang and Sachs, (989) 

It is interesting to mention that maitotoxin, a marine 
neurotoxin from the dinoflagellate Gamhierdi.~cus toxicu.\·, 
can also elicit an inward calioruc current (/MI,) in Xenopus 
oocytes (Bielfed-Akennann et al., 1998. Additionally./Ml1 is 
blocked by Gd H and is noo-penneable to NMDG+. Finally, 
maito1Oxin cao produces an increa .. e of intracellular Ca2+ in 
addition to IMI, (Bielfed-Akermann et al., 1998; Weber et al., 

2000). Because of these observations. it has been proposed 
that the rnechanosensitive channels are reJated with those 
channels activated by rnaÍlotoxin (Bielfed-Akennano et al., 
1998). Thus, sorne sirnilarity exist between le .. I MI• and ItAS. 
which is of interest since ItAS channels in oocytes are regu
Iarly activated by mechanical pressure applied via the patch
clamp pipette after the ronnation of a tight seal (e.g. Yang 
and Sachs. 1989). There is 00 c1ear evidence of any olher 
stimuli activating macroscopic ItAS currents in the whole 
oocyte. Thus. drug-activated MS-conductance might repre
seOl a novel mol for the study of the physiological signifi
canee of lhese channels in the oocyte celI mernbrane. 
Ahernatively, ex venorn might be activating a different 
and unknown channel. The results prcsented here may 
help the understanding of characteristics of native conduc
lances and channels which are important in regulating the 
oocyte developroem and maturatioo. 

The protective effect produced by the protease inhibitor 
cocktail 00 ex veoom iocubated at 37°C (24 h) strongly 
suggested that me venom's active substances were peptides. 
Other biochemical studies about the cornpouods found in the 
venom of sorne jellyfishes have separated different polypep
lides and enzymes such as collageoases, proteases, elastases, 
phospholipases and nucleases (Pong-Prayoon et al., 1991; 
Smith, 1936). 

The chromatographic separation of ex venoro rendered 
three different bioactive fractions. one of lhem eJicited lex 
and two produced hemolysis. The fact lhat more than one 
hemolytic protein is present in the ex venom is a feature 
common to otber jellyfish that can posses lWO or more cyto
Iysins in the same species (Endean. 1993). 

The peptide responsible for the eJeclfical activity might 
probably be smalIer than horse myoglobulin (17.000 Da). 
This conclusion is not definitive since adsorption could 
occurred m the colurnn support, or aggregation of various 
proteins in the eluate, these events have been reponed to 
occur in several other jellyfish venom proteins (Olson et al .• 
1984; Othman and Bumen. 1990; Bloom et al.. 1998). 
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