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@ Resumen:

Cuantificacién de toxinas paralizantes (PSP) por
fluorimetria en células excitables, para detectar
cuantificar las toxinas paralizantes (paralytic shell)f
fish poison, PSP) presentes en un extracto de molus-
cos contaminado, basada en el mecanismo de accién
farmacoldgico de las toxinas. Se desglosa en 3 eta-
pas durante las cuales se registra la fluorescencia de
forma continua. 1) Adicién del indicador fluorescente
de potencial bis-oxonol a una suspensién de células
excitables 2) Despolarizacién de las células con la to-
xina veratridina 3) Inhibicién dosis dependiente de la
despolarizacién por las toxinas PSP. La inhibicién se
evalta en funcion de las variaciones en el potencial
de membrana que se manifiesta como cambios en la
fluorescencia. La técnica rapida, especifica y sensible
es de especial interés economico-sanitario en mues-
tras de extractos de moluscos bivalvos contaminados
durante las mareas rojas.
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DESCRIPCION

Cuantificacién de toxinas paralizantes (PSP)
por fluorimetria en células excitables.

Cuantificacién de toxinas paralizantes (PSP)
por fluorimetria en células excitables. La técnica
fluorimétrica para la cuantificacién de toxinas pa-
ralizantes presentes en extractos de moluscos con-
taminados durante las mareas rojas utiliza un in-
dicador fluorescente de potencial de membrana
de uso comercial. Dentro de los indicadores fluo-
rescentes de potencial destacan las carbocianinas,
merocianinas y oxonoles. En este caso se utiliza el
bis-oxonol, una sonda fluorescente perteneciente a
los oxonoles. Este indicador se distribuye a través
de la membrana celular y permite medir cambios
rapidos de potencial de membrana en las células
excitables que se manifiestan como fluctuaciones
en la fluorescencia de las células incubadas con el
bis-oxonol y se registran en un fluorimetro. De
esta forma los cambios lineales en la fluorescen-
cia estdn asociados con cambios en el potencial
de membrana de la célula excitable. La cuantifi-
cacion de las toxinas paralizantes por fluorimetria
estd basada a su vez en la evaluacién de la in-
hibicién que producen las toxinas PSP sobre la
despolarizacion de la célula, cuando esta despola-
rizacion ha sido inicialmente provocada por vera-
tridina, toxina activadora de canales de sodio.

Los moluscos bivalvos, de gran importancia
econémica y muy abundantes en nuestras costas,
retienen, concentran y acumulan las toxinas aso-
ciadas con las mareas rojas sin que se aprecien
cambios importantes en su morfologia externa ni
en sus funciones vitales. Debido a la ausencia de
alteraciones morfolégicas el riesgo sanitario que
supone la salida al mercado de estos moluscos es
mayor. En todos los paises existen programas
para controlar la extraccién y comercializacién de
bivalvos en las zonas contaminadas Dentro de las
toxinas marinas relacionadas con las mareas rojas
destacan por su toxicidad las toxinas Paralizan-
tes (paralytic shellfish poison, PSP) denominadas
asi porque la ingestién de los moluscos contami-
nados con estas toxinas puede causar la paralisis
muscular y en los casos mas graves la muerte del
individuo.

Desde el punto de vista de su estructura
quimica las toxinas PSP son derivados imidazol
guanidinicos con un anillo fusionado en posiciéon
angular y con varios posibles radicales sustitu-
yentes que definen hasta 18 toxinas. Estructu-
ralmente en funcién de los radicales sustituyen-
tes se pueden establecer 3 grupos: toxinas car-
bamato, toxinas N-sulfocarbamoil y toxinas de-
carbamoil. De acuerdo con el nimero de cargas
de la molécula se dividen en toxinas del grupo
de la saxitoxina (STX), toxinas del grupo de las
gonyautoxinas (GTX) y toxinas del grupo de las
C. La toxicidad absoluta de las toxinas PSP varia
considerablemente siendo las carbamato las mas
toxicas.

El mecanismo de acciéon farmacolégico de las
toxinas PSP consiste en el bloqueo competitivo
de los canales de sodio de las células excitables,
impidiendo, por tanto, la entrada del ién al inte-
rior celular. Ademas de las PSP hay otras toxi-
nas de origen natural con el mismo mecanismo
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de accién y causantes de graves intoxicaciones
Un claro ejemplo es la tetrodotoxina que se en-
cuentra principalmente en el pez globo. También
son importantes los analogos quimicos de la saxi-
toxina producidos por cianobacterias o algas de
agua dulce.

El método de deteccién de toxinas paralizan-
tes universalmente aceptado es el bioensayo del
ratén (Sommer & Meyer: Paralytic shellfish poi-
soning. Arch Path. 24, 560-598. 1937) Sin em-
bargo, las limitaciones de este método, entre las
que destacan la elevada variabilidad de los resul-
tados obtenidos para el mismo tipo de extractos
de marisco contaminado y la baja sensibilidad,
ademas de la fuerte oposicién al sacrificio de ani-
males, ha favorecido la bisqueda de alternativas
que a pesar de las multiples ventajas que supone
cada una de ellas, entre las que destacan una ma-
yor sensibilidad a las concentraciones bajas de to-
xinas y menor variabilidad en los resultados ob-
tenidos, también presentan inconvenientes. Asi
los inmunoensayos (Chu & Fan: Indirect enzyme-
linked immunosorbent assay for saxitoxin in shell-
fish. J Assoc Off Anal Chem 68, 13-16, 1985)
se concretan en la deteccién de un grupo redu-
cido de toxinas para las que existe el anticuerpo
adecuado, resultando dificil la deteccién de otras.
Los métodos de radio receptores (Davio & Fon-
telo: A competitive displacement assay to detect
saxitoxin and tetrodotoxin. Anal. Biochem. 141,
199-204 1984; Vieytes y col. Solid-phase radiore-
ceptor assay for parallytic shellfish toxins. Anal.
Biochem. 210, 87-93. 1993) a pesar de ser es-
pecificos tienden a ser desplazados por técnicas
no radiactivas. Los bioensayos de citotoxicidad
(Kogure y col. A tissue culture assay for tetro-
dotoxin, saxitoxin and related toxins. Toxicon,
26, 191-197. 1988) que consisten en incrementar
la entrada de sodio en células de neuroblastoma,
provocar un aumento del volumen celular y poste-
riormente la muerte de la célula, en su origen eran
demasiado lentos y subjetivos. Posteriormente
estos métodos han mejorado en rapidez y obje-
tividad en la deteccién con la incorporaciéon de
técnicas colorimétricas favoreciendo la evaluacion
de los resultados (Jellett, J. F. y col. Paraly-
tic shellfish poison (saxitoxin family) bioassays:
Automated endpoint determination and standar-
dization of the in vitro tissue culture bioassay,
and comparison with the standard mouse bioas-
say. Toxicon, 30, 1143-1156 1992), pero sigue
habiendo demasiados pasos en el desarrollo del
método haciendo que el sistema de deteccion de
las toxinas requiera varias horas.

Explicacién de la invencién

La técnica fluorimétrica de deteccién y cuan-
tificacién de toxinas paralizantes PSP objeto de
la presente invencién es especifica, puesto que se
fundamenta en el mecanismo de accién farma-
coldgico de las toxinas consistente en el bloqueo
de los canales de sodio; sensible, ya que es ca-
paz de detectar cantidades de toxina inferiores
a 0,2 pg/mL; y selectiva, siendo vélida para la
deteccion de todas las toxinas PSP. Se cuantifi-
can las toxinas activas teniendo un elevado valor
predictivo de la toxicidad de los extractos de los
moluscos.

La técnica se realiza utilizando el indicador
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fluorescente de potencial bis-oxonol que permite
el registro de cambios de potencial de membrana
provocados por las toxinas PSP en células excita-
bles. Las células excitables utilizadas pertenecen
a la linea celular BE(2)-M17 de neuroblastoma
humano. Estas células expresan canales de so-
dio sensibles al voltaje y se despolarizan cuando
se incuban con toxinas como la veratridina que
se unen al canal de sodio, lo activan y estimu-
lan la entrada de sodio hacia el interior celular.
Las toxinas PSP bloqueando los canales de so-
dio contrarrestan de una forma dosis dependiente
a la despolarizacion provocada por la veratridina.
Este efecto es el criterio utilizado como propuesta
de invencién, en la que se relaciona la inhibicién
de la despolarizacién (previamente provocada por
la veratridina) registrada como caida de fluores-
cencia, con la concentracién de toxinas PSP. Ini-
cialmente se establece una relacién patrén entre
distintos porcentajes de inhibicién de la despo-
larizacién y concentraciones conocidas de saxito-
xina. A partir de esa relacién se cuantifican las
toxinas PSP de las muestras procedentes de mo-
luscos contaminados. Los cambios en el poten-
cial de membrana se producen en un periodo de
tiempo inferior a segundos de forma que a dife-
rencia de otras técnicas las muestras se analizan
en unos 15 minutos.

Modo de realizacién de la invencién

La técnica se puede desglosar en 3 etapas:
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1) Una suspensién de células pertenecientes a
la linea celular BE(2)-M17 de neuroblastoma hu-
mano se mantiene a 37 °C en una cubeta termos-
tatizada de un fluorimetro en el que se registra de
forma continua la fluorescencia a una A de exci-
tacién de 540 mn y A de emision de 560 nm. Se
anade el indicador fluorescente de potencial bis-
oxonol a una concentracién final 2 mM. Transcu-
rridos unos 5 minutos de incubacién se ejecutan
las siguientes etapas.

2) Adicién de la toxina veratridina, activadora
del canal de sodio, y como consecuencia despola-
rizacién de las células registrada como aumento
de fluorescencia.

3.1) Adicién de cantidades conocidas de saxi-
toxina y como consecuencia inhibicién dosis de-
pendiente de la despolarizacion de las células re-
gistrada como disminucién de la fluorescencia.
Con estos datos se establece una relacién patrén
entre los distintos porcentajes de inhibicién de la
despolarizaciéon y las concentraciones conocidas
de saxitoxina.

3.2) Adicién de extractos de moluscos conta-
minado y registro de la disminucién de la fluores-
cencia consecuencia de la inhibicién de la despo-
larizacién de las células provocada por las toxinas
PSP. En funcién del porcentaje de inhibicién oca-
sionado y de la relacién patrén anterior se cuanti-
fican las toxinas PSP de las muestras procedentes
de moluscos contaminados.
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REIVINDICACIONES

1. Cuantificacién de toxinas paralizantes
(PSP) por fluorimetria en células excitables. La
técnica de deteccion y cuantificacion se caracte-
riza por la utilizacién del indicador fluorescente
de potencial bis-oxonol sobre células excitables
y basada en la inhibicién (debida a las toxinas
PSP) de la despolarizacién de las células provo-
cada por la toxina veratridina y detectada en un
fluorimetro, como cambios de fluorescencia que
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se corresponden a variaciones en el potencial de
membrana de las células excitables.

2. Técnica fluorimétrica, segun la reivindica-
cién 1, caracterizada por la utilizacién de cual-
quier tipo de indicador fluorescente de potencial.

3. Técnica fluorimétrica, segun la reivindica-
cién 1, para la deteccién y cuantificacién de cual-
quier tipo de toxina que actie bloqueando cana-
les de sodio provocando el consiguiente cambio de
potencial de membrana en células excitables.
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