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X. INTRODUCCION.

En Neurobiologia varias moléculas neurotdxicas producidas por

diferentes especies tanto de plantas como de animales, han jugado un

papel importante. Los estudios neurobioldgicos en donde se repor-

tan alteraciones inducidas por toxinas de origen natural son muy

variados; estin realizados en diferentes preparaciones con diversos

abordajes experimentales. Esto no es sorprendente, dade gue un gran

nimero de toxinas naturales, cuyos mecanismos de accidn han sido

-establecidos, interactuan con diferentes componentes moleculares Aai-

rectamente involucrados en la comunicacidn nerviosa. En consecuencia,

este tipo de interacciones se reflejan en varios niveles del funcio-

namiento del sistema nervioso. Por ejemplo, algunos de los peptidos

contenidos en el veneno del alacran mexicano Centruroides noxius ,

al ser inyectados a animales de laboratorio los matan en unas cuantas
horas después de la presentacidn de sintomas neurobioldgicos (Po-
ssani vy col. 1981 c¢), v al ser aplicados a una preparacidn de axdn
gigante de calamar alteran selectivamente las corrientes idnicas

-de su membrana (Carbone y col. 1982).
En estudios electrofisioldgicos en el axdn gigante del calamar,
e _“asi“éomO'en fibras nerviosas o miisculo esquelético de anfibio, se ha
encontrado que varias toxinas naturales, algunas de éllas procedentes

de venenos de escorpiones, alteran de diferentes formas las corrientes



de Na+ de sus membranas (Schwarz y col. 1973, Gillespie y Meves
‘{980, Wang y Stricharxrtz 1982, Meves.y col. 1982, Jaimovich Yy col.
1982, Lazdunski y Renaud 1982, Céfbéneryfcol- 1984).

Las preparaciones de axdn gigante, miisculo esquelé&tico

S fibras nerviosas, permiten por su tamafio, la colocacidn de

electrodos con l1los gue se pueden registrar, cambios en las co-

rrientes idnicas de sus membranas en respuesta a alguna manipu-

lacidn experimental. En especial, la preparacidn del axdn gi-

gante del calamar ha sido exitosamente usada en estudios electro-

fisioldgicos: del andlisis de las corrientes idnicas de la

membrana del axdn gigante del calamar, se origind el modelo de

"dos canales'" (uno de Na+ y otro de K+ ) gque explicaba las bases

idnicas del potencial de accidn (Hodgkin Yy col. 1949, Hodgkin
Yy Huxley 1952 a, 1952 b, 1952 c, 1952 4d). Durante mucho tiempo .
se pensé'que dicho modelo bicelé&ctrico de la membrana era apli-

.cable a todas las membranas de la cé&lula nerviosa. Actualmente,

adem3s de los canales de Nat y K+ del axdn, se ha encontrado
otro tipo de canales al estudiar las membranas de otras regiones

de la neurocna. Esto ha sido posible gracias a gue el sistema ner-

vioso de los moluscos cuenta con neuronas de gran tamafio y ganglios

gue exhiben sinapsis gigantes. La diseccidn de estas estructuras

"giéantes" ha permitido estudiar las corrientes idnicas de regio-
-—nes -neuronales-tales como el soma © las terminales nerviosas me-—

diante métodos electrofisioldgicos. Estos estudios, han dado

lugar al concepto de multicanales que considera a los canales



i &nicos que en estas preparaciones han podido conocerse (Kandel 1S80).

* o Kt de los axones y Fi—

Asi, ademas de las corrientes idnicas de Na
bras nerviosas, en el cuerpo neuronal de mMmoluscos se han encontrado
otras corrientes iSnicas adicionales (Hagiwara y col. 1861, Connor y
Stevens 1971a, 1971b, Neher 1971, Meech 1974, Gerasirmov y col.
1965, Geduldig y Junge 13968) vy en las terminales nerviosas, las co—
rrientes de Ca2t han cobrado importancia . En vista de que el desarro—
llo experimental de esta tesis esta realizado en terminales nerviosas,

a continuacién mencionaré brevemente esta parte de la historia elec—
t rof isiolégica :

Baker y colaboradores (1971) encontraron que en el axdn gigante
del calamar, un potencial de accidn sélo es capaz de movilizar una

2+ a través de canales sensibles a voltaje y

pequena cant idad de Ca
selectivos para caZ2+, Segin Katz y Miledi (1967a, 1967b, 1969) estos
canales de Ca®t det axén, sélo fungirian como acarreadores de car—
ga (como el Na+ o el K'*‘), mientras que en las terminales nerviosas

deberian servir para permitir el acceso al ca2t

que juega un papel
i mportante en la liberacidn de transmisores por lo que deberian ser
mucho mas abundantes en esta regidn neuronal. Para explorar esta
hipdtesis, Katz y Miledi (1967a, 1967b, 1969) estudiaron la participa—

.z : + . .
cién de los iones : Na |, <t y Ca2t en la li beracién del neurotrans—

misor en la sindpsis gigante del calamar, que por su tamadfo permitia



da insercidn de 2 electrodos en la presinapsis: uno de estimulacidn

¥ el otro de registro, gdemés de un elgctrodo de registro en la post-—

sinapsis. Con ayuda de antagonistas selectivos de las corrientes de

Na *y de K *, ellos pudieron correlacionar la corriente entrante de

Caz+ con el proceso de liberacidn del neurotransmisor. Empleando

esta misma preparacidn, Llinés b colaﬁoradores (1976b, 1981).hicief
xron contribuciones impbrtantes relacionadas con la dinémica del aco-
plamiento entre la entrada de Ca2* y la liberacidn del traﬁsmisér-
Ellos demostraron que la apariéién del potencial excitatorio en 1la

fibra postsinaptica se ve precedido de una corriente entrate de ca2+

a la terminal presinaptica.

I.a funcién de la membrana del axdn o de las fibras nerviosas

es la conduccidn del impulso nervioso mediante movimientos de cargas

a través de sus canales idnicos, mientras que la funcidn de las

terminales nerviosas es la emisidn de seflales a través de la libera-

cién de mensajeros quimicos. En vista de que la funcidn de dichas

estructuras es diferente, es posible gque los canales insertos en

las membranas de las terminales presinipticas, exhiban diferencias

funcionales al compararlos con los del axén.

No obstante la importancia de los estudios electrofisioldgicos

en las terminales nerviosas aisladas de moluscos, en diichos estudios

la cantidad de neurotransmisor liberado no se mide directamente, sino
‘mediante la amplitud del potencial registrado en la postsinapsis. Ade-

mas de esta preparacidn siniptica de molusco que por sus dimensio-



nes permite un abordaje de tipo electror‘isiolégico, para estudiar la
libe racién de mensajeros quimicos o neurcotrasmisores contamos
con la preparacién de terminales nerviosas aisladas de sistema ner

vioso central de mamifero, que nNos permite a través de un abordaje

bioquimico detectar directamente al neurotrasmisor liberado.

En estudios neuroquimicos en terminales nerviosas aisladas
de sistema nervioso central de mamiferos se ha encontrado que algunos
de los péptidos neurotdxicos contenidos en los venenos de los escorpicnes

Tityus serrulatus o Centrurvides suffussus, estimulan la liberacién

de neurotransmisores (Coutinho—Netto y col. 1980, Couraud y col. 19882).

La evidencia experimental indica que los canales iSnicos

contenidos en las membranas de las diferentes regiones neuronales
(soma, axones, terminales) estln distribuidos en diferentes propor—
ciones o incluso son de diferentes tipos. Por este motivo no es

L ied
posible hacer extrapolaciones totalmente confiables de los hallazgos

obtenidos en una regidn particular de la célula nerviosa como por

ejermplo el axdén, a otra regidn de la misma (i.e. terminales ner—

viosas), e incluso, es probable que encontremos diferencias cuando

pasamos de uno a otro filum (Mmaluscos vs. mMmamiferos).

Como algunas toxinas de escorpiones han demostrado afec

tar distintas manifestaciones funcionales (corrientes iSnicas, liberaciSn de



transmisores) de diversas regiones neuronales, y con la evidencia de

que entre los péptidos contenidos en el veneno del escorpidn cen -
truroides noxius

gque fueron letales al ser inyectados a ratones,

algunos inhibieron selectivamente las corrientes idnicas de Na+ vy
K+ del axdn gigante del calamar, mientras que otros no ejercieron

ningiin efecto sobre las mismas (Carbone y col. 1982, 1984), decidi-

mos ampliar la caracterizacidn bioldgica de estos péptidos estu-

diando su posible accidn sobre la manifestacidn funcional (libera-

cidn de transmisores) de las terminales nerviosas del sistema ner-

vioso central del ratdn.

Las terminales nerviosas purificadas de cerebro de mamifero

conocidas como sinaptosomas , actualmente pueden ser aisladas por

métodos bien establecidos (Dc Robertis 1961, Hajds 1975, Dodd y
col., 1981). Sin embargo, en las membranas de estas terminales no se
ha podido demostrar la presencia de canales idnicos mediante ma-—

todos electrofisioldgicos debido a lo reducido de su tamano (en
promedio una micra). No obstante hay muchas evidencias gue impiden

poner en duda la funciocnalidad de canales idnicos en los sinapto-
somas (Krueger y Blaustein 1980, Bartschat y Blaustein 1985).

Los estudios bioguimicos de liberacidn de transmisores en si-
naptosomas tienen la ventaja sobre los estuaios electrofisioldgicos
de gue en ellos la cantidad de neurotransmisor liberado se mide di-

rectamente en las fracciones colectadas, mientras gque en los estu-



os electrofisiolégicos, la cantidad de transmisor (S transmisores) li-
berado se infiere indirectamente a través de la amplitud de los po-
tenciales postsindpticos.

La ventaja del abordaje bioguimico reside en gque permite cuan-
tificar directamente a cualquier mensajero gquimico cuya liberacidn
se altere en respuesta a una determinada condicidn expermiental. Sin
embargo, esto es posible siempre y cuando contemos con un método que
tenga la suficiente sensibilidad para poder detectar al mensajero qui-—
mico cuya libracid®n nos interesa estudiar.

Los mensajeros guimicos son mol&culas que al secretarse o 1i-
berarse desde las terminales neryiosas jJuegan algiin papel en la comu-
nicacidn de las cé&lulas nerviosas. Por consiguiente con este tér-
mino me refiero tanto a los neurotransmisores clasicos : acetilcolina,
59}&0 gamma amino butirico, glutamato, serotonina, dopamina, norepine-—
frina , epinefrina, etc. (Tapia, 1976), como a los transmisores pepti-
dicos, a las hormonas y a los moduladores gue incluyen a molé&culas
incluso de naturaleza lipidica (Bradford y col. 1983). Como se pucde
apreciar, el grupo de molé&culas gue actuan como mensajeros guimicos
es muy variado y en consecuncia, los mé&todos para detectar mensajeros
quimicos tambié&n son diversos.

Hay métodos bioquimicos establecidos para la deteccidn de di-
ferentes grupos fﬁncionales gque nos permiten medir con elevada sensi-
bilidad a algunos de los mensajeros quimicos. Entre cestos m&todos
se 'encuentra la cuantificacidn de las monoaminas por cromatografia

l1iguida de alta presidédn mediante un detector electroqguimico y la



deteccidn de amino&cidos neurotransmisores mediante deteccidn
fluorimétrica. rara la deteccidén de mensajeros de naturaleza pep-
tidica tales como las hormonas & los péptidos neurotransmisores ,

el radioinmunoanidlisis ha sido ampliamente utilizado. Adicicnalmente

a estos métodos que implican un alto costo y la disponibilidad del
eguipo adecuado, existe un método amplimente usado en estudios de
liberacidén de neurotransmisores gue consiste en medir la liberacidn
del neurotransmisor marcado radiocactivamente previamenﬁe capatdo por la
preparacidn. La explicacidn de este Gltimo método‘asi como sus fun-
damentos se encuentran mas ampliamente discutidos en el en el capitulo
Ir.4 de esta tesis , ya gque este método fue el gue se utilizd para

la realizacidn de los trabajos gue se presentan en la parte IITI de 1la
tesis.

Una vez elegido el método de deteccidn, habia gue elegir al
neurotransmisor cuya liberacidn iba a ser medida para estudiar los
posibles efectos de las toxinas del veneno de C. noxius sobre 1la
liberacidn de transmisores. Elegimos al transmisor inhibidor &Acido
gamma aminobutirico (GABA) por varias razones pricticas: El1 GABA
esti ampliamnte distribuido en el sistema nervioso central de mami-
feros, lo gue nos permite usar al cerebro completo como materia prima
para la purificacidn de las terminales presinapticas (no es necesa-
rio disecaxr una estructur; cerebral enrigquecida con el neurotransmisor

como en el caso de otros transmisores). Las terminales nerviosas gue



normalmente liberan GABA, contienen en sus membranas sistemas de cap-
tura de este transmisor gue nos permiten cargar a los sinaptosomas
con GABA marcado radicactivamente para después medir su liberacidn
bajo diferentes condiciones experimentales con alta sensibilidad.

La alteracidn de la liberacidén de mensajeros quimicos por

medio de agonistas y antagonistas selectivos de los diferentes cana-
les idnicos, ha probado ser una buena alternativa para caracterizar
el mecanismo de accidén subyacente a la liberacidn de transmisores
provocada por un firmaco bajo estudio. Con este tipo de abordaje,
decidimos elucidar las acciones de las toxinas de C. noxius sobre
los canales idnicos de la membrana sinaptosomal . Para ello, aisla-
mos.las terminales nerviosas del cerebro completo del ratdn por el
mé&todo de Hajds (1975), para proceder a estudiar como se alteraba

la liberacidn de GABA en presencia de algunos de los péptidos de

C. noxius gue habfan resultado letales al ser inyectados en ra-
tones. Para estudiar los posibles cambios en la liberacidn del
3H-GABA en respuesta a dichos péptidos, utilizamos un mé&todo de per-—
fusidn continua. En este método, los sinaptosomas son bahados con
difereﬁtes medios de perfusidn (la composicidn detallada de éstos

se encuentra en las pAginas 74 y 81 de esta tesis), gque son arrastra-
dos cqntinuamente con ayuda de una bomba peristiltica. .

La presencia de cualguiera de las 3'toxinas (XIr-9,I1-10 ¥y II—11)

purificadas del veneno de C. noxius en el Ringer de perfusidn

estimuld la liberacidn del 3H-GABA contenido en los sinaptosomas;
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Para elucidar el mecanismo de accidn a través del cual cada

toxina estimulaba la liberacidn del GABA, probamos como se modificaba

la liberacidn inducida por la toxina en presencia de iondforos, ago-

nistas y antagonistas selectivos de los canales idnicos. Tambié&n
probamos cdmo se modificaba la liberacidn inducida por la toxina

cuando se omitia la presencia de ciertos iones o se aumentaba su

concentracidén en el Ringer de perfusidn. Siguiendo este protocolo

experimental nos fue posible determinar el mecanismd de accidn por

medio del cual cada toxina estimula la liberacidn de GABA de sinap-

tosomas.

Organizacidén de la tesis.

En esta tesis se incluyen 3 trabajos gue resultaron de los estudios

realizados con las toxinas del alacrin mexicano Centruroides noxius

en terminales nerviosas aisladas de cerebro de ratdn. El trabajo qgue
aparece primero, fué cronoldgicamente escrito después de los gue le
preceden,

pero lo antepuse a ellos pues es un trabajo de divulgacidn

en espanol que compila los aspectos mas relevantes de

los trabajos II y
IITX.

Este trabajo fué escrito para las Jornadas Anuales del Instituto

Mexicano de Psiquiatria, donde actualmente me encuentro trabajando. En

el trabajo IXI (Sitges y col. 1986), esti propuesto el mecanismo de ac-

cidn de la toxina II-11 o noxiustoxina del veneno de C. noxius Pra-—
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ra inducir la liberacidén de GABA. En el tiabajo IIT de esta tesis
(Sitges & col. 1987) se proponen los mecanismos de aqc;én de las
toxinas II-9 y II-10, también contenidas en el veneno del escor-

pidén Centruroides noxius , para provocar la liberacidn de neuro-

transmisores. i .

En la parte de Antecedentes, que precede a estos trabajos,
hice un esfuerzo por clasificar a las toxinas de origen natural de
acuerdo con sus acciones a nivel de la sinapsis. Esto, con objeto de
ubicar a las toxinas de escorpiones en un marco tedrico mas general.
Los anteccedentes también incluyen una parte relaéionada con el prin-—
cipio en el gue se basa el m&todo de deteccidn del GABA liberado,

Yy otra parte dedicada a los fundamentos en los gue se apoya la estra-

tegia experimental que se utilizd para caracterizar las acciones de

las toxinas de Centruroides noxius sobre la liberacidn de trans-

misores. La organizacidn de la parte de Discusi®n General y Comen-
tarios, estd al principio de la misma. Despué&s de esta discusidn
aparecen dos apéndices, cuya justificacidn se di al principio de

cada uno.
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11, ANTECEDENTES

L.os antecedentes de esta tesis abarcan 2 secciones bidsica—
mente: la primera seccidn incluye la clasificacid4n de los alacranes
vernenosos en paralelo con su distribuciébn geogrifica, Las especies
mexicanas reciben especial atencidn. Esta parte también incluye
aspectos de los venenos de escorpiones en general y del veneno de

Centrurotides noxius en particular. En la segunda seccidn intento

clasificar a las toxinas de origen natural con base en sus acciornes
a nivel de la sinapsis, doy especial atencibén a las toxinas cuyas --

acciones sobre el funcionamiento de la presinapsis han sido repor—

tadas.

IT. 1. LOS ALACRANES Y SUS VENENOS

Distribucibn geogrdfica. Los alacranes que producen vene—

nos altamente téxicos, estdn representados por los géneros: Leiurus,

Androctonus, Buthus, Buthotus y Heterometrus del Norte de Africa,

India v Medio Oriente y por los géneros Tityus v Centrurcides de Lati—
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noamérica. El género Tityus se encuentra en Brasil, Trinidad, Toba—

go y Venezuela y el Centruroides se localiza en México y Sur de Esta—

dos Unidos (Bazolet, 1971).

El género Centruroides cuenta con varias especies cuya

distribucidn geogrifica se indica a continuacidn (Hoffman, 1938):

1.

Centrurcoides sculpturatus localizado en el Sur de Arizona y al

Norte de Sinaloa,

Centruroides suffussus, con dos subespecies:

a) C. suffussus chiaravigli al Norte de la Meseta Certral de

la Repdblica Mexicara.

b) C. suffussus suffussus localizado al Sur de Durango, No—

roeste de Zacatecas y Este de Sinaloa.

Centruroides noxius que habita en el estado de Nayarit y at Su_::

este de Sirmnaloa.

Centruroides limpidus con dos subespecies:

a) C. limpidus limpidus que se encuentra en el Estado de Mo

relos, Sureste del Estado de México, Sureste de Michoa—

cin y Suroeste de Puebla, principalmente en la cuenc a del

rfo Balsas.

b) C. limpidus tecomanus que habita en el estado de Colima,

Centruroides elegans con dos subespecies:

a) g. elegans insularis que se encuentra en las Islas Marflas.

b) C. elegans elegans que habita en dos regiones geogréficas
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separadas, una al Norte de Jalisco, &reas costeras de Na-—
varit y en Sinaloa y otra en la regién costera de Guerrero
v parte de Oaxaca.

S. Centruroides infamatus se encuentra en el centro del pals, en

el sur de Durango y en Zacatecas, Aguascalientes, Michoacdn
y Jalisco. Cuenta con dos subespecies: C. infamatus vy C. in—

famatus ornatus.

El veneno de los escorpiones. El1 veneno de los alacranes

que se obtiene por estimulacidn eléctrica del telson, tiene una aparien
cia lechosa opalescente y su pH es aproximadamernte de 7. El veneno
asl obtenido se recupera en agua bidestilada y contiene un Mmaterial in—
soluble que carece de toxicidad, Este, estd aparentemente constituido
por Mmucoproteinas y desechos celularcvs y puede separarse por centri—
fugacidn. La parte soluble, en donde se retienen todas las fracciones
téxicas del verneno, estd compuesta principalmente por protelnas y pép
tidos de diferentes pesos Mmolecuares y por pequefias cantidades de 1i—
pidos , nucledtidos, sales inorgdnicas y aminodcidos libres. Entre las
protelnas del veneno de alacran se encuentran presentes algunas enzi—
mas, éstas sin embargo no parecen ser las responsables de la accién
letal del veneno, como es el caso de los venenos de otros animales pon
zofiosos, que contienen enzimas del tipo de las fosfolipasas o proteina
sas. Ll.a presencia de hialuronidasa en una cantidad considerable pare

ce ser una constarte en el veneno de todas las especies de alacranes.
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Los componentes del veneno de alacrdn que resultan letales
al realizar las pruebas rutinarias de toxicidad, que consisten en la in—
yeceidHn intraperitoneal de unadosis pequefa (i.e. 2 a 3).agr~/gr~. de pe-—
s0) a animales de laboratorio, estdn representados principalmente por
una serie de polipéptidos bidsicos de pesas moleculares cercanos a
7 000. La composicién de amincdcidos, asl como su grado de toxici—
dad,varfan. Los polipéptidos neurotdéxicos de los alacranes latinocame
ricancos estdn constituidos en general por 53 a 65 residuos aminodcidos
(Possani y col., 1977, 1978, 1981a, 1981 b, 1985). Estos polipéptidos
Margos! contrastan con la toxina II-11 o noxiustoxina contenida en el
veneno del alacrdn mexicano C. noxius que es una toxina "corta' que
estd constituida por 39 residuos aminoficides. El ndmero de aminoici_
dds que conforman a las toxinas de otros alacranes, entre ellos los
norteafricanos, var{a de 836 a 70 residuos (Miranda y col. , 1970; Ba-—
biny col., 1975; Zlotkiny col., 1978).

La estructura primaria completa o N-terminal de muchas
de las toxinas contenidas en los venenos de distintas especies de ala—
cranes venenosos han sido determinmadas por varios grupos de investi._
gacidédn (Fig. 1). Como se puede observar en la figura 1 las toxinas
provenientes de los venenos de distintas especies de alacranes exhiben

homologias en sus secuencias de aminofcidos.

Estudios realizados con el veneno de Centruroides noxius

Hoffman. Entre los venenos producidos por las diferentes especies



Toxina SECUENCIAS COMPLETAS O N - TERMINAL Re ferencia
DE LAS TOXINAS DE ESCORPIONES

1 1o 40 50 €0

KRDGYIVYPNNCVYHCY NCHVIVPSGLACWUKDLPDNVIPIRDTSRKCT Rochat et nl., 19700
KRDGYIVYPNNUVYIICH GUSSUSSCVLYPSCLACWURKDLPONVIIRDTSRACT Rochnt et al. . 1979
KRDOGYIVYPNNCVYHOVIERPO D LCRRANIOCNS CHFLVPS CAWCRDLPUNVEPIRDTSRKCTR Roahint ¢t nl., 1979

VREDOVIVDDVNCTYFCGRNAVONTTU T RLKC

GYCQWASEYUNACYCYKLPDHVRERTRGPGROH
VRDGYIVNSKNCVY

Rochat et ul

1972

CVII DGLCR AN GARSGROUGHLIPSGLACWCOVALIFDNVPIRDPSYRCIIS Kope 1 et ab. . 1979
AsH IT KKRNGYAVOSSGRAPLCLLSNY UNNULTAVHYALRGYCCLLSCY LI GINDUORKVLEISDDRRKSYCDTTIIN Darbon et nl. . (982
Amm V LROGYHMDDLNCTEFCORNAYCHU CRR KGO ESGYUCUWASPYGNACWCYKLPDRVSIKEKGRCN Ronra and Roctint 195
Amn L1 GHDGYIVDTRNCVYIIC AL RIRT I N Rochnt ot ul. . 107
Amm VI DARDGYIVQIMINUVYLHIL NPy Roctuil ©1 ni 1
Be MI0 VRDGVIADDRDCAYFCGRN AYUD FC AR GAESGRURY AGQYGNACWCYKLPDWVRIKQKVSCKCN Grishin et al. . J98]
Be 1 MCMPCEFTTHPDMAQUURACCRCRGRCFGPQCEL GY D Zhautsava ct ol 197w
Be 12 ADGY VRGRSGUKISCHLDN U S ADURYYGLGR! SSWUIPDRSGYCWCUINKGWNSIRSETNTC GCraistan ¢t o). . 1980
Hom 1 CRDCYIAQPENCVYIICI PUSHGUDTI CKERGATNGANCGPLPGX XV A Vargos ot ai.. 1982
Bom 1V GRDAYIAQPENCVYECARNSY NI PRANGATSGYLNW Vargas ot al. . 1982
Hom VI VRDAYIAQI'DNCVYHUCARIINY . NDEL T Varyns =t al., 1982
Rop | GRCVYIADIANCAY . Rochat ¢t ust., 1978
Bop 11 SRDAYIADDXNCAYNCALNNYON Rochnt «t ol.., 1879
Bot ¢ GRDAYIAQPLENUVYLCAUNSYUNDLC TR DGATRGYCQWLGKYGNACWCKDLPDNVPIRIPGRCHF Vargas ¢t 1982
Bot I GRDAYIAQPENCVYLCAENSYE NI TANGARSNYCQWLGRWONACYCIDLPDR VPIRIEGKCHF Vargns ot ol . 1982
ot 114 VEDGYIVODRNCTYFCOLIRNAY CNEFCT R RCGESGYCQWASPYGNACYUYRKVPDHVRTKGPGRON Vargnak ot nl.. 1982
Bot ViI} VHDAYIAQNYNCVYTCIRANDY UNDICTRKNGANNGYC ... Rochnt el «l.. 1979
ot X3 LKDGYIVDDRNUCTYVFUGUTNAYCNLOVRLAGE Rochat ¢t ol , 1979
Ce 1) 6.3 KZCGYLVBUSTGCKYZCFRI.GUBUNYCLRZCR . Ramircz ol b, . 1981
Clit 11-9.3 KZOGXLVUNRNTOGU Possuns ot .. 1980
THNVKCTSPRQCSKPCKELYUGSSAGAKCMNGKCKCY NN Possani ot «ul. . 1982
KEGYILVDRKNTGCKYECLKILGDNIMULRECRKQQGYRGAGGYCYAFACWC ... Possani ot ai.. 1987 C
) LVN L Poasani «t «l.. 198 1 ¢
Cn l1-10.2 RCOGSSKECXP .. Possani c1 nl. ., 1982
Cn 11-13 KEGYIVDYHDCGCKYNCYKIT GDNDY . Possani ¢t nl., 1981 C
Cn 1l-14 . KDGYIADARGUKRENUYET O ARNDYUNRECRMRHRG .. Posssni ot 198 ¢
CsE 1 KDGYLVEKTCGCKKTCYKI.GENDICNRECKWKHIGGSYCYCYGFGCYCEGLPDSTQTWPLPNKCT Babin ot ol. . 1973
CaE V1t KEGYLVERKSDOCKYDUE W ENFHN T FCRARKNQOGUSYUYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKCS Babin et sl., 1974
CsE V2 RE NRSTCCKYGUL.RE. 5 NRCEUCRAKNUGGSYGYUYATACWCEGLPESTIP TYPLPNKCSS Babin ct al. . 1974
CsE v3 TVRKSDGORYGULRLL DIECAARNYGLUSYUYCY AFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC Babin et al., 1974P
Can 1t CRYECT R LGONDY L LIECKQOYOGRSESGUGYCYAFACKCTHLYEQAVVWPLPNKTCN Garcis. 1976
Cas 118 KYECELRT GDNDYULLRECRQUYGRSSGUYUCYAFACWCEALPDHTQVWVYPNKCT Rochl_\l. 1974C
Cas 1 KEGYLVSKS TGUKYECT R LGONDY Y Garcia. 1976
1qq Iv GVRDAYIADDRNCVYY 16 C.NNSYCSTROT R REYCQWLOGK Y GNACWCIKLPDKVPIRIPCKCR Kopeyan ct ul., 1982
Llaq Vv LRDGYIVDDRNCTFIC CHNAYCSNDEUKKRR G COWASPYGNACWCYKLPDRVSIKERGRCN Kopeyan ct «l,.. 1978
tqq 11 VHDAYIARNYNCVYERC) RASYOUNDLOC Rochat ct nl. ., 1979
Ts t11-10 KEGYILMDUNEGCKLSCFIMPRSGYUGRECCIKKGSSUCYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRATNRKC Posssnl ct nl., 1983
Te i1 10 BRI DUECCRLSCHIRPSOYCGRECGIR R YCAWPACYCYG ... Possant et al. . 1983
Te v VUCRECGIKRGDALGYCAWPA Possani ot al., 1981 &
TS 111 @ URESCHIEACTODUYE WTHE R ANSGYCAWD Porsans ¢t al., 1881 &
Tolv 5 PVEYDNMOCANVICWS Y DN AYCDRLOKDKAADSGYCYWY Possan: ¢t sl , 1981 &
Ts IV © PVEYOUNUCAYICWNY D Possam o1 .. 198
Ta il 8A VEINAKCROGSPECLPKORY ANCRAAGKRUNN Possant ot . 1982
T= 11 88 RECYAMDUEGCRFSUEIR) AGIUDAGYLRTH Possnn) et 1983
Amm p29 COPUFTTORYTESRCATO CHECRGRUVGPQULUNRLE Rochat ¢t nl. . 1979
tom P19 CRDAYLAQPENCVYEL ARSSYUNNLC Vurgne ct' ol . 198

Figura 1. Las toxinas estin enlistadas en orden alfabético. La secuenc.ia
completa precede a la secuencia N—-terminal. Las abreviaciones usadas co-
rresponden a los nombres cientificos de los alacranes: Aa H tAndroctonus
australis Hector), Amm (Androctonus mauretanicus mauretdnicus), Be
(Buthus eupeus), Bot (Buthus occitanus mardochei), Bo;_: (Buthus occitanus
paris), Bot (Buthus occitanus tuneatus), Ce (CentArurOLdes. elegans), Clt
(Centruroides 1limpidus tecomanus) C. n. (Centruroides noxius), CsE
(Centruroides sculpturatus Ewing), Css (Centruroides'suffusus. suffusus) ,
Lgq (Leiuxus quinguestriatus guinguestriatus) y Ts (Tityus serrulatus) .
Figura tomada de Possani 1984.

S{mbolos de una letra de los aminodcidos: Alanina A, Argimna R, Asparagwna ..,
Aspartato D, Cisteina =, Glutamina Q, Clutamato E, Glicocola G, Histigua 4,
l=ol eucina I, Leucina L, Lisina K, Metiorina M, Fenilalamna F, Prolina P,
Serina S, Treomna T, Triptofano W, Tirosina Y, ValinaVv.
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del género Centrurcides, 1a noxius es de las mas potentes. Su veneno
se caracteriza por uma virulencia especial, méas rdplido y méas intenso
en su accidn (Hoffman y VVargas, 1935; Hoffmann, 1938). El fracciona
miento y purificacién de los cormponentes del veneno de C. noxius (Po—
ssani vy col., 1981¢c), se realiza con una primera separacién del verne-
no soluble a través de una colurmna de Sephadex G-50 de donde se ob—
tienen 3 fracciones: la fraccibén [ estd constituida por compornentes de
alto peso molecular entre ellos hialuronidasa; la fraccidn II por com-—
porentes entre 38 000 v 15 OO0 de peso Mmolecular (es la fraccibn que
contierne a los polipéptidos neurotéxicos)y la fraccién 111 que contiere
péptidos de bajo peso molecular (Fig. 2). lL.a cromatografla de inter—
cambio iénico en carboxiMmetilcelulosa (CMC) de la fraccibn I1 obtenida
del veneno soluble de C. naoxius da como resultado la separacién de 14
componentes (Fig. 3). De éstos, et II-8, II-9, II-10, II-11 y I[I-13 son
letales, pues al ser inyectados intraperitonealmente a urna dosis entre
2 y 4 pg/gr de ratbébn, matan a los animales durante las 20 horas si-
gulentes a su iryeccibn. Los componentes II-6, [I-12 vy II-14 son té&xi—
cos cuando se inyectan a la misma dosis (2—4 ug/gr de ratén). Se to—
man como par@émetros de toxicidad s{rntomas tales como: excitabilidad,
sallvacibn, pardlisis temporal de los miembros anteriores, disnea
(durarte las 20 horas siguientes a la inyeccié4n del componente). L.os
otros componentes, Nno son téxicos, ya que al ser inyectados intraperi
tornealmente a dicha dosis no producen cambios aparentes enlos anima

L -8
les, los cuales se comportan de manera similar a los ratores ,-;.’—ngu
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FRACCIONAMIENTO DEL VENENO SOLUBLE DE C. NOXIUS .

1.0} BSA Nns NaCl
] ¥ {

A 280 nm

Volume (1)

Fig. 2 En una columna de Sephadex G-50 de 2.9 x 170 cm, . equi-
librada con acetato de amonio 0.02 M pH 7.4, se cargan 6.3 ml
del veneno soluble (500 unidades de absorbancia a 280 nm) y se
eluyen con el mismo amortiguador a un flujo de 50 ml/hr. Se co-
lectan fracciones de 10 ml como se indica en las abcisas. Las
fracciones I, II y III contienen respectivamente 17, 63 y 20%
del material recuparado. La uinica fraccidn tdxica (II), se
leofiliza y se guarda a -20° C para cromatografias posteriores.
Marcadores de peso molecular: BSA, albimina de suero bovino

PM 66 000; N.n.s., toxina de Naja naja siamensis PM 8 000

y NaCl. Figura tomada de Possani y col. 198ic.
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CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DE LA FRACCION I1

DEL VENENO DE C. NOXIUS .

1'0 ——
£ :
bt 04 =
(=)

& 2
<< =

Qo

S

he
L G Volume (ml)

Fig. 3 Cromatograffa de Intercambio iSnico de la fraccitn II
eluida del Sephadex G-50. La fracciédn IIXI (95 mg de peso seco,
116.6 unidades de absorbancia a 280 nm en 17 ml) se cargs (L)
en una columna de 0.9 X 27 cm de CM- 32 equilibrada con 0.02M
de acetato de amonio pH 7.4. En G se inicif un gradiente

lineal con 240 ml de amortiguador con NaCl 0.5M. Se colecta-
ron fracciones de 2.4 ml (indicadas por las barras horizonta-
les). El flujo fue de 30ml/hora. Al final del gradiente (W),

la columna se lavd con el mismo amortiguador conteniendo NacCl
1IM. Figura tomada de Possani y col. 1981 c.
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que se inyectan con salina al 0.9% (Dent y col. 1980, Possani y col.
1981c ).

La secuencia amino terminal de algunos de los polipéptidos
neurotSxicos de la fraccibdn Il del veneno soluble de C. noxius, a saber:
el [1-9, II—-10, I-13y II-14 (Fig. 4) fue determinada por Possani y col.
(1981 c). La secuencia de aminocdcidos de la fraccién "corta' 1I-11 del
verneno de 9. noxius (Fig. 5) ha sido determinada completamente por
Possani y cols. (1982).

Con estudios de pinza de voltaje en axé6n gigante de cala—
mar, fue demostrado que el componente [1:10 del veneno de C. noxius
bloquea especificamente la corriente entrante de Nat (Fig. 6) v gque e.al
componerte I1:11 de dicha fraccié4n bloquea selectivamente al canal de
Kt (FFig. 7), mientras que las toxinas 11:8, I1:9, II:12 y 11:14, no pre-
sertan un efecto apreciable sobre las corrientes de dichos iornes en el

axé6n de calamar (Carbone y col., 1982).
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COMPARACION DE LA SECUENCIA DE AMI NOACIDOS N—TERMINA L

DE NS TOXINAS II-5.2.2,, 11-10, 11-13 y 1lI-14 DEL VENENO DE

S. NOXIUS.

1 N 5 10 15 20

S —— —— —
11-9.2.2 Lys-G'u-Gly-Tyr-Lcu-Val-ASD:Lys-Asn-th Gly-Cys-Lys-Tyr-GluiCyssLeuslys-Leu-Gly-
11-14 Lys-Asp-Gly-ryr-Lcu-vn-Asp-Ah-Lys’-—-—Gly~Cys~Lys-Lys-Asn-Cys-Tyr-Lys-Leu-Gly-
11-33 Lys-Glu-G'Iy-Yyr-lll‘-lv.!l-llsp-l'yr-ﬂis-l\sp Gly-Cys-Lys—Yyr-' } 4 -!Cys-Tyr-LySFLeu-Gly-
11-30 Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-ValjAsn-_ .,

21 25 k] s 40
11-9.2.2 Asp-Asn-Asp-Tyr-Cysileularg-Glu-Cys-Lys-Gln-Gln-Gly-Tyr-Lys-Gly-Al4-Gly-Gly-Tyr-
11-14 lLys—: Asn-Asp-Tyr-Cys;Asn-Arg-Glu-Cys-Arg-Met-Lys-His-Arg-Gly-

e
11-13 Asp=Asn-AspD-Tyr-...

a4/ 45

11-9.2.2 Cys-Tyr-Ala-Pnc-Ala-Cys-Trp-Cys-...

Figura 4. Comparacidén de la secuencia de amino&cidos
amino—terminal de las toxinas II. 9.2.2., 1II-10, II-13

Y II-14 del veneno del escorpidén Centruroides noxius.

Figura tomada de Possani ¥y col. 1981 c.

SECUENCIA DE ANMINOACIDOS DE (LA NOXIUSTOXINA .

1 5 10 15 20
Thr-1le-lle-Asn-val -Ly:-Cys-Thr-Ser-Pro-Lys-Gln-Cys-Ser-Lys—Pro-Cys-Lys—Glu-Leu
30 35 39

25
Tyr-Sly-Ser-Ser—»\la-Gly—Ala-Lys—Cys--‘det-f\sn-Gly-Lys~Cys-Lys-Cys-Tyr-Asx-Asn

Figura 5. Secuencia d¢ aminofcidos de la toxina II-11

(noxiustoxina) del veneno del escorpifn Centruroides

noxius. Tomado de Possanli y col. 1982.
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Figura 6. Accidn de la toxina 1I-10 sobre los canales de Na®t
del axdn gigante del calamar. a, b, corrientes de Na registra-—
das antes y después de la aplicacidn de toxina II-10 280 nM.

En b, los trazos fucron obtenidos después de 14 min. de exposi-

cifn a la toxina I1-10. Escala de las barras: 1ImA y 2ms. El
axén se mantuvo a =-70mV (Eh) y se precondiciond durante 80ms a
~-90mV (Ec) antes de proccder con los potenciales de prueba (E.):
-40, ~-30, -20, 0O, 20, 40, 60, 80 y 100 mVv. Los estimulos suce-—
sivos se separaron por 2 segundos. Composici&n del medio inter
no (mM): CSF (267), NaF (50), sacarosa (307), Fosfato de K (45),
pH 7.2. Composicidn del medio externo (mM): NacCl (435), KC1
(10), Ca Clp (10) MgCly (40), tris-HC1 (20) pH 8. Temperatura p
5°C. c. Permeabilidad pico del Na' en unidades relativas {PNa)
de los registros a y b. ENa=58 mv. 4. Curva dosis-respuesta

de la toxina II-10. Los diferentes simbolos indican diferentes

axones. Ordenadas, PNa relativas a Em =100 mV. Abcisas, concen-—
traciones molares de la toxina. Figura tomada de Carbone y col.
1982.



23

A —-—-/-z——% CONTROL
7z
— 7
2 ms !
F.SmA
Y TOXINA II-11 o NTX
|
c RECUPERACION

Figura 7. Accidn de la toxina II-11 sobre los canales de XK.
A-C, Iy registrada a varios potenciales de prueba (-20, 0, 20,
40, 60, 80 y 100 mV) antes, durante y después de la aplicacié®n
de la toxina 1.4 . Los trazos en b se obtuvieron despu&s de
10min de exposicibfn a la toxina II-11 y los trazos en ¢, 22min
después de iniciada la recuperacidn. E, =

= —=70mV, E,=-90mV,
durxrante 80ms. Los estimulos sucesivos se separaron 3msS. Se

usaron retroalimentacidn positiva y compensacifn analbgica
para las corrientes capacitiva y de escurrimiento (leakage) .
Composicién mM del medio interno: KF (317), sacarxosa (307),
Fosfato de K (45), H 7.2. Composicién mM del medio externo:
NaCl (435), KC1 (10) cacls (10), MgcCl; (40), Trxris-HCl (20),
pH 8.0, TTX (3 x107/M). Temperatura 5 + 1°C. Figura tomada de
Carbone y col. 1982.
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I1.2. NEUROTOXINAS DE ORIGEN NATURAL QUE ALTERAN EL
FUNCIONAMIENTO DE LA SINAPSIS

La sinapsis es la estructura responsable de la neurotrans—
mMisidn., Los extremos terminales de las ramificaciones de un axén
constituyen al componente presiniptico y la porcib&n de la célula rer—
viosa o muscular con la que hace contacto dicho camnponente es la por—
cibn postsindptica. L.a sinapsis estd representada por la zona de comu
nicacidn entre las estructuras pre y postsindpticas.

E1 sitio primario de interaccibn de las toxinas maturales
con las células, es la membrana plasmdética. As(, en el caso de las
membranas sinipticas, estas interacciones se verdn reflejadas sobre
manifestaciones funcionales propias de las membranas pre o postslnég
ticas, como por ejemplo, alteraciornes en la liberacl6n de neurotrans—
misores o cambios en la respuesta a la estimulacién de los receptores
postsindpticos, respectivamente.

Con base en la acciédn que se ha reportade ejercen las
neurotoxinas a nivel de la sinapsis, podrlfamos clasificarlas en dos gru—
pos:

a) Toxinas naturales que alteran la transmMmisién nerviosa
tnteraccionando con mMmoléculas insertas en la membrana
presindptica y cuya alteracitn modifica directa o indi-
rectamente la liberacié6n de neurotransmisores.

b) Toxinas naturales que modifican la comunicacién nervio
sa al unirse a moléculas inMmersas en la membrana post
sindptica e involucradas con la recepcifén de sefales qul

micas.
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A, TOXINAS DE ORIGEN NATURAL CON ACCION SOBRE LA
FUNCION PRESINAPTICA: emisidn de sefales quimicas.

A.l. Toxinas Estimuladoras de la liberacién de mensajeros quimicos.

Se sabe que el impulso nervioso al llegar a la terminal presinap—
tica la despolariza . Esta despolarizacién es la sefial que entiende nor-—
malmente la terminal para desempefar su funcibn, es decir para lice—
rar al neurotransmisor. No sélo los estimulos etéctricos inducen li-—
beracién de neurotransmisores; ademas de ellos, existen estrategias
experirmental es para estimular la liberacién de mensajeros quimicos.

El empleo de un Ringer con una elevada concentracién de Kt es la estra—
tegia Mmas comin y mas ampliamente usada para inducir liberacién de
mensajeros quiMmicos experimentalmente. Otras formas de inducir li—
beraci®n de sustancias neurocactivas incluyen el empleo de toxinas de

orfgen natural como las que se describen a continuacién.

Alcaloides Esteroidales neurotéxicos de diversos origenes.

L.os alcaloides neurcotdxicos estan representados por: la batracotoxina

que se encuentra en la piel de la rana Phyllobates aurotaenia, la aconi—

tina que produce la planta Accritum napellus , las grayanotoxinas de las

hojas del rododendro y de otras plantas de la familia Ericaceae asi
($ig 87.
cormo 1 a veratridina, producida por plantas de la familia l_ilaceaeA Estas

. +
mol éculas policicl icas liposolubles aurmentan la permeabilidad al Na

i
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CHyg
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thur‘a 8. Alcal oides esteroidales neurotdéxicos de origen natural Que
alteran el comportamiento de los canales de Na'*'

sensibles a wvoltaje
aumentando su permeabilidad.

En la revi sidn que hace Catterall (13980) se sugiere Que los alcaloides este-—
roidales neurotdxicos actuan interaccionando con mmayor afinidad con el es—

tado activo de! canal de Na™ y asi, desplazanrn el equilibrio dependiente de

voltaje, de los estados inactivos a los activos. lLa eficacia de estas toxinas

para activar a los canales de Ng + depende de su selectividad por la unidn

a los estados activos wversus los inactivos.

Electrofi siolégicamente, el potencial de memibrana umbral para la ac—

tivaciédn de los canales de Na disminuye en presencia de estosalcalaides y

los canales de Nat se activan al potencial de reposo de la mambrana (ver

Pg 47 ). Entre estos alcaloides, la veratridina en especial ha sido am-—

pliamente usada como inductor de la liberacién de neurctransmisores en

sinaptosomas ( Levi y col. 1978, Norris y col., 1983, Shira y col, 1984,

Tapia vy col, 1985).
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Toxinas de alacrancs., Otro grupo de moléculas que iru..

ce la liberacidn do mneurotransmisores aparentermente a través de su
interaccidn con el canal do tial , CutAd representado por varias de las
toxinas polipeptidicas contenidas en 1os venenos de los alacrares. Srne—
tre las toxinmas purifichdas de 1o venenos de lacranes armericanos,
cuyos efectos sobrd 1N liberacidn de nedrotransmisores ham sido estu—

diados, estdn: la tityu tnxina, del veneno del alacrédn Tityus serrulatus,

que aumenta 1 liberact e AU glutamate, aspartato (Coutinho—NE:_
tto 1980) y acetilcolina (Gdoémez vy col., 1975) de rebanadas de corteza
cerebral de rata y la toxina [l del Alacrdn americano Centruroides
suffusus S. Que auments 1a liberacifn de CARA de sirmaptosomas de ce
repbro de rata (Couraud v col. 1982).

La mayor parte de las tnxinas contenidas en 1os venenos
de los escorpiones sorm polinéptidos baAsicos con pesos moleculares cer
canos a 7000 (Fig. 1,. Por estudios clectrofisioldgicos sabemos que

varias toxi nas de este peso molecular cjercen modificagiones sobre
las corrientes de Na+. Estos estudios indican también que no todas
1l as toxinas de escorpiones que modifican las corrientes de Na+, =

hacen de 1l a misma manera. En estudios realizados con algunos vene

nos de alacranes norteafricanos (Narahashi y col. 1972), o con toxinas



28

p urificadas de dichos venenos, tales como la toxina V del alacréan

nort eafricano Leiurus quinguestriatus (Catterall 1979) o la toxi—

na Il del veneno del escorpidn también norteafricano Androctonus
australis Hector (Romey vy col, 1975) se ha encontrado que dichos
venenos o toxinas actuan haciendo mas lenta la inactiwvaciédn del ca-—
nal de Na+ » el cual no llega a inactivarse completamente. Estas

toxinas cambian el potencial umbral para la activaci®én de los carmales

de Na+( perc s6io unos cuantos milivoltios mas negativd. Por otro la~

do, el veneno del escorpidén americano Centrurcides sculpturatus

no ti ene efecto sobre la inactivacién del camal de Na+, mientras que
sf modifica drasticamente la activaciédn dependiente de voltaje, v a
potenci ales de membrana 40 a 50 m\VV mas negativos, el «anal de
Nat se ve activado (Cahalarn 1975). La toxina II-10 del alacréan me xi-—

cano Centrurcoides nmoxius, disminuye la permeabilidad pico al Nat

en el axédn gigante del calamar (Carbone y col, 1982) y a concentracio—
nes mayores ejerce efectos adicionales sobre las corrientes de Na™
(Carbone y col. 1984).
Ademas de estas diferencias funcionales, hay evidencias de que

Mo todas las toxinas de escorpioneé que ejercen sus efectos mediante

i nteracciones con los canales de Na¥t se unen a &stos en el mismo
sitio de la proteina canal (Catterall 1982, Couraud y col. 1982).

Este ti po de diferencias que exhiben las toxinas de diferentes espe-—
cies de escorpiones, hacen Que el estudio de cada una de ellas sea

potenci almente interesante.
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Toxinas de anémona. Estas estdn contenidas en los rema—

tocistos de la anémona de mar Anémona sulcata y sus efectos son Mmuy

similares a los de algunas toxinas contenidas en los venenos de los ala

cranes (Catterall v Beres, 1978; Catterall, 1980). Se

ha sugerido que la taxina de anémona y la toxina V del alacrdn norte—

africano Leiurus qguinquestriatus, se unen a un sitio del canal de Na™

diferente al que se urnen los alcaloides esteroidales neurotéxicos antes
mencionados pues sus acciones en presencia de dichas toxinas natura-—
les se potenclan (Catterall 1977, Stallcup 1977, Krueger y Blaustein

1980, Catterall 1982).

A.2, Toxinas itnhibidoras de la liberacié$n de mensajeros quimicos.

Toxinas de bacterias que inhiben la liberacién de neuro—

transmisores. Entre las toxinas naturales que inhiben 1la liberacib&n de
neurotransMisores sSe encuentran las toxinas tetdnica y botulinica que

producen las bacterias Clostridum botulinum y Clostridium tetani res—

pectivamente, La toxina tetdnica consiste en una cadena peptidica lige
ra (55 000) unida por un puente disulfuro a una pesada (100 000). La

taxina botullnica se presenta en varios tipos (A, 8, Cx, C/;, , D, E, F,
G) pero todos tienern una subunidad proteica comdan (150 000 aproxima—

darmente) responsable de la neurocotoxicidad (Simpson 1979).




ta toxina botullnica inhibe la liberacibn de acetilcolina
(ACH) inducida por estimulacidn en preparaciones de placa neuromus-—
cular (Burgen y col. 1949, Simpson y Dasgupta 1983), en preparacio—
nes de diafragma de rata (Gundersen y Jenden 1983) y en preparaciones
de simaptosomas (Wonnacott v Marchbanks 1976). La toxina tetdnica in
hibe la liberacitn de GABA y glicina de sinaptosormas de cerebro de
mami{fero vy de médula espinal respectivamente (Curtis y De Groat 1968,
Curtis y col. 1973, Osborne y Bradford 18973). En rebanadas de estria
do, de corteza cerebral v de sustancia mnigra de rata, la estimulacidén
de la liberacidén de GABA, dependiente de ca®2 externo, inducida con
medios despolarizantes de alteo T se inhibe con taxina tetédnica
(Collingridge y Davies 1982a, 1982b, Heredero y col. 1988). Esta toxi
na también causa paréalisis fldcida por inhibicibén de la liberacibédn de
ACHh en la placa neuromuscular (Duchen y Tonge 1973). Tanto la toxina
botulinica como la tetanica causan inhibicién de la liberacibn de metio-
nina encefalina dependiente de ca2% inducida por alto K+, toximna 11 de

anémona de mar y veneno de la arafa Latrodectus mactans (Janicki vy

Habermann 1983).

Guanidinas reterociclicas neurotéxicas: TTX v STX. Es-—

tas son taxinas no polipeptlidicas producidas por especies diversas (f.’a 9) .

La tetrodotaxina (T TX) se encontrd originalmente en los ovarios y el
higado del ""pez globo!" v mis recientemente en algunas especies de pul

po vy rana (Brown y Mosiher, 1963; Crone y col., 1976; Kim y col.,
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1975; Sheumack vy col. , 1978; Noguchl y Hashimoto, 1973) y la saxitoxi~
na (STX) es pr-o_ducida por dinoflagelados del género Gornyaulax. La es
tructura quilfmica de las guanidinas heterocfclicas, asl como su farma—
cologla han sido estudiadas detalladamente (Kao, 1966; Evans, 1972;
Narahashi, 1974).

Desde hace dos décadas Narahashi y col. (1964) y Nakamu-—
ra y col. (1965) demostraron, en preparaciones de axdén gigante, que
la TTX a concentraciones de 10—7 M bloquea selectivamente el aumen—
to de la permeabilidad al Nat que induce la despolarizacidn, y no afec—
ta las permeabilidades idnicas del axdn no estimulado. Un afio des—
pués, Kao (1966), demostrd que, en los axones Mmotores, la T TX blo—
quea la conduccidén del impulso rmervioso.

Las guanidinas heteroclfclicas neurotéxicas TTX y STX ac—
tdan de manera muy similar: inhiben la liberacidén de mensajeros qui—
Mmicos en respuesta a 1a&a despolarizacibdn mediada por un aumento en 1a
permeabilidad al Na+, a través de los canales de Na+ sensibles a volta
je. Para determinar mecanismos iénicos subyacentes a la liberacidn
de mensajeros quimicos, inducida por fArrmacos u otras toxinas natura
les, la TTX ha sido ampliamente utilizada. La liberacién de GABA,
de simnaptosomas, que induce la veratridina es bloqueada con T TX (Le—
vi y col. 1978), la liberacibén de oxitocina y vasopresina, de rebanadas
de hipotdlamo medio basal, en respuesta a veratridina es blogqueada

con T TX (Nordmann y Dyball 1978). También la liberacién del factor
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- liberador de la hormona luteinizante como la de somatostatina, de reba
nadas de hipotdlamo, se bloquea con T I X (Drouva y col. 1982). Ade—
més de inhibir la liberacibén de neurotransmisores cldsicos o de neuro
péptidos inducida por los alcaloides esteroidales neurotéxicos, la TTX
también inhibe la liberaci®#n en respuesta a algunas toximnas naturales
contenidas en los venenos de escorpiones: la liberaciédn de ACh que se
induce con tityustoxina, péptido neurotéxico del veneno del alacran

Tytius serrulatus, es inhibida con TTX (G6mez vy col. 1975), la tibera

cibn de GABA que induce l1a toxirma II del verneno del alacrén norteame—

ricano Centruroides suffussus también se bloguea con T T X (Couraud y

col., 1982) vy la liberacidén de GABRA que inducen las toxinas [I-9 y II-10

del alacrdn mexicano Centruroides noxius también es bloqueada por

T TX (trabajo IIl de esta tesis).

Toxinas de serpientes con accidn presindaptica. LLos vene—

Nnos de serpientes contienen dos tipos de toxinas, las de tipo alfa, que
actiGan postsinapticamente (a estas me referiré mis adelante) y las que
actGan presindpticamente alterando la liberacidn de los neurotransmi—
sores., Entre las neurocotoxinas presindpticas de serpientes se encuen—
tran la beta—bungarotoxina, la crotoxira, la notexina y la taipaxina en—
tre otras. Por estudios electrofisiolSgicos, se ha propuesto que el
modo de accidn de las taxinas presindpticas de serpientes incluye dos
fases: en la primera hay un aumento de la liberaciémn de ACh, monito—

reada por la frecuencia de descarga de los potenciales de placa minia
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tura. Este aumento, se ve seguido por la segunda fase, en la gue se
produce un bloqueo tanto de la liberacidn espontidnea como de lg
estimulada (Chang y col. 1973, Cull-Candy y col. 1976, Chang y col.
1977).
En sinaptosomas, se ha demostrado que la @-bungarotoxina del

veneno de Bungarus multicinctus , aumenta la liberacidn de acetil-

colina (Sen y Cooper 1978) y de aminoiacidos transmisores (Wernicke
y col. 1974, 1975, Smith y col. 1980). Esta liberacidn en respues-

-

ta a 1la P—bungarotoxina se inhibe con TTX y regquiere de la presencia
de Caz+ externo. Estos datos sugieren gue posiblemente la primera fa-—
se de la accidn de este tipo de toxinas presinapticas de serpiente

se deba a una despolarizacidn mediada por la activacidn de los ca-
nales de Na+ sensibles a veoltaje.

La actividad de fosfolipasa Ay gue presentan todas las toxinas
presinapticas de serpientes, se ha relacionado con la salida del con-—
tenido de la terminal nerviosa (Oberg y Kelly 1976). Esta explicacién
podria dar cuenta de la liberacidn inicial del neurotransmisor segui-
da del blogueo de la liberacidn tanto estimulada como espontinea mo-
nitoreadas eléctricamente. Sin embargo, su accidn parece ser mas com-
plicada en vista de lo siguiente:

Las toxinas presinapticas de serpientes estin constituidas por 2 po-
lip@&ptidos, uno de los cuales presenta alta homoiogia con la secuen-—
cia de la fosfolipasa A , mientras gque el otro es muy diferente.
- La—crotoxina, por ejemplo, esta constiﬁuida por un complejo de 2 po-
lipéptidos: la crotoxina A gue es una proteina dcida y la crotoxina

B guec es una fosfolipasa bAsica Ay . La crotoxina A por si sola

no muestra ni toxicidad ni accidn enzimitica y la crotoxina B por si
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sola, no es MAas que ligeramente t&xica. La recombinacid4mn de ambas
rmoléculas restaura la letalidad de la crotoxina, mientras que la activi—
dad de fosfolipasa Ag se reduce (Hendon y Fraenkel-Corvat, 1971; Bra
Zzil y col., 1973). El mecanisrmo a través del cual participan los dos
cormponentes que constituyen a estas toxlnas presindpticas de serpiern—
tes y que se traduce en su efecto neurotdxico, adgn es motivo de deba-—

te.

B. TOXINAS DE ORIGEN NATURAL CON ACCION SOBRE LA
FUNCION POSTSINAPTICA: recepci®n de seffales qulmicas.

T oxinas de serpientes. Entre las taxinas de origen mnatural

que modifican la comunicacibd4nm nerviosa a través de irteracciones con
moléculas involucradas en la recepcidn de las sefales qulmicas se en—
cuentrarn muchas de las protei{nas tédxicas que contienen los verenos de
serpientes. Estas exhiben un efecto curaremimeético pues bloquean la
transmisidn neuromuscular al unirse a los receptores nicotihnicos de
acetilcolina, localizados en la membrana postsindptica de la placa neu
romuscular, Hasta la fecha han sido secuenciadas més de 40 neuroto—
xirnas postsindpticas de los venenos tanto de serpientes terrestres co—
mo marinas de las familias Elapidae e Hydrophiidae. De acuerdo con
el tamafo de la cadena polipeptidica, las neurotoxinas postsindpticas
de los venenos de serpientes han sido clasificadas en cortas y largas.
L.as primeras estdn constituidas por 60 a 62 residuos de aminoécidos

¥ 4 puentes disulfuro, las largas por 71 a 74 residuos de aminodcides
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Yy 5 puentes disulfuro (L.ee 1979), Ejemplos del primer grupo son la co—
bratoxina y la erabutoxina b (low 1979). La alfa bungarotoxina es una
Nneurotoxina postsinaptica larga. Hay varios estudios, en diferentes te—
jidos, relacionados con la unidn de estas neurotoxinas postsindpticas

con el receptor de acetilcolina y dicha unién Nno es covalente sino que se

real iza por medio de interacciones electrost aticas mdltiples (Chichepor—

ticke y col. 1975).

Toxinas de bacterias. Otros ejemplos de toxinas de origen natural que
i nteraccionan selectivamente con componentes inmersos en las membranas
postsinapticas son las toxinas pertussis y del cSlera. La primera es pro-—

ducida por la bacteria Bordetella pertussis v la del cdlera por Vibrio cho—

lerae. La interaccién de algunas hormonas Yy neurotransmi sores con su

4

receptor, aumenta la concentracidén de AMP ciclico mediante la activacién
de la adenilato ciclasa. Entre el receptor y la adenilato ciclasa hay un
componente de acoplamiento (Rodbell 1980) denominado proteina "G" o
"N' porque fija GTP y otros nucledtidos de guanina. Esta proteina de
acoplamiento tiene un comportamiento bifasico por lo que se ha postulado
la existencia de 2 componentes acopladores: uno conocido como "Ns" que
estd relacionado con la activacién de la ciclasa y el otro conocido como
Ni'" rel acionado con la inhibicién de la misma. La toxina del cSlera ac—
tua selectivamente sobre la proteina Ng, mientras que la toxina pertussis
actua sobre la NI ., Estas dos toxinas de origen natural han sido de gran
utilidad para la caracterizacién de estas proteinas acopladoras (Garcia

Sainz 13985).
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I1.3. SINAPTOSOMALS PARA ESTIUUDIAR LIBERACION DE NEURO—
TRANSMISORES

Las preparaciunces empleadas para estudiar liberacién de
NneurotransmMmisores atxarcan desde el animal completo hasta las termi—

Nnales nerviosas atsladas

Para colecinr ol neurotransmisor liberado desde una re—
gién deil cerebro de un animal vive e libre movimiento se han disefia—

do varios tipos de canulne [ Bavdén v Drucker—Colin 1985). Aunque

los estudios de libernacidr on vivo sor muy valiosos si se desean co—
rrelacionar cambios er la liueracidn de un rmensajero gqulimico con un

aevento conductual, kv eventos que se puedern controlar y estudiar me-—

jor en preparaciones celulares o subcelulares, pues serla imposible

interpretarlos o incluso detcctarlos an vivo.

L.as preparaciones v vitro (de compornentes celulares o
subcelulares) Mmas ~ucoerremente usadas para estudios de liberacidn

de mensajeros quimicos scon: las reb

arnadas de tejido, provenientes de
alguna regidn de interis previamente disecada (corteza cerebral, es—

triado, hipocampo, etc. ); los cultivos de tejidos vy las terminales mer—

viosas aisladas mejor cor Ncidas como sinaptosomas, que pueden ais—
larse de cerebro completa o de alauna regidn cerebral especlfica. Ca

da una de estas preparaciones tiene sus veraajas vy sus desventajas, vy

una u otra resulta adecuada segdn la pregunta que quiera contes-—

tarse. Como en estos trabajos se deseabar determinar los eventos
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iénicos subyacentes a la liberacidn de transmisores evocada por las to

ximas del veneno de Centruroldes noxius, la preparacibn sinaptosomal

resultaba adecuada ya que las terminales presindpticas son el sitio
preciso desde donde se liberan los neurotransmisores. Podria
decirse gque la obtencidn de sinaptosomas equivale a la diseccibén del

componente funciomnal de la liberacién de neurotransmisores.
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II.4 PRINCIPIO DEL METODO DE DETECCION DEL NEUROTRANS—-
MISOR LIBERADO

Mecanismos de tniclivaci&n de meurotransmisores. Fisio—
16gicamente los neuratransmisores que se liberan desde la neurona
presindptica, una vez que llevar~n la sefial a la célula receptora o neu—
rona postsindptica, son rdpidamente eliminados de la hendidura sindpti
ca, para permitir que el potencial de membrana regrese a su nivel de
reposo y quede en disposicidén de recibir otra sefial. Existern 3 meca—
nismos que operan para eliminar a los neurotransmisores de la hendi
dura sindptica (Fig. 8): 1) recaptura del neurotransmisor liberado; 2)
disfusién del neurotransmisor al espacio extracelular vy 3) degradacibn
enzimdtica del meuroctransmisor liberado.

A excepcidn de la ncetilcolina que cesa su accibm al ser
degradada por una acetilcolinesterasa espec{fica que la rompe en ace—
tato y colina, los demds neurctransmisores '"cldsicos" (dopamina, mno—
radreralina, serotonina, glutamato, aspartato, GABA, glicina, tauri—
ra) cesan su accidn al ser recapiurados por las terminales nerviosas
que los liberaron.

Para estos neurotransmisores hamn sido demostra—

dos sistemas de captura de alta afinidad dependientes de Nat y tempe-—

ratura.

Utilidad del mecanismo de inactivacién por recaptura. Des

de hace varios afios, este mecanismo de inactivacid4n ha sido aprove—

chado por los reuroquiMmicos para estudiar la liberacién de los neuro—
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captura a la terminal presin&ptica, a
la neurona postsindptica o a las cé&lulas gliales vecinas y difu-
siSn en el espacio intercelular.
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transmisores ''cldsicos'", ya que es posible cargar a la preparacibn ele
gida (sinaptosomas, rebanadas de tejido) con un neurotransmisor Mmar—
cado radicactivamente para después seguir su liberaci6n bajo distintas
condiciones experimentales.

Como los sitios de captura de alta afinidad estadn localiza—
dos en las membranas de las terminales nerviosas que normalmente
sintetizan, almacenan y liberan a un determinado neurotransmisor
Yeldsico'" (Fonnum y col. 1981, Wilson y col. 1975), al someter una
preparacidn heterogénea de sinaptosomas de cerebro completo, a dicho
neurotransmisor marcado radioactivamente , favoreceremos su captura
por los sinaptosomas que normalmente lo liberan, Con base en estas
consideraciones, los efectos de las toxinas de C. noxius sobre la libe—
racién de GABA, fueron estudiados on sinaptosomas de cerebro de ra—
t6n siguiendo el Mmétodo de detecciédn del mneurotransmisor radiocactivo,
Este procedimiento se itlustra en la figura 9 y consiste en lo siguiente:
los sinaptosomas se incuban en un RiNger de composicidn fisiolbégica a
87°C que contiene al transmisor marcado radiocactivamente (SH—GABA)
a la concentracién adecuada (0.83 oCi, O.S}JM) para favorecer la captu
ra a través de 1los sistemas de remocidn de alta afinidad ubicados en
las membranas de algunos sinaptosomas. Una vez captado el neurotrans
misor marcado se estudia su liberaci®&n, previa etliminacidn del trans—
misor radioactivo que no fue intermalizado por los sinaptosomas, para
1o cual se inicia la perfusidn comn un flujo rdpido (1 Mml/mMin) durante 10

minutos. Después de este periodo de lavado el meurctransmisor que se
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CAPTURA DEL NEUROTRANSMISOR' RADICACTIVO EN -
ESTUDIOS DE LIBERACION DE NEUROTRANSMI SORES.

.

Filtro microporoso

BOMBA PERISTALTICA

A Mensajero Quimico Radioactivo

2\ Mensajero Quimico Frio

SUSPENSION SINAPTOSOMAL

Figura 11. El mecanigmo de :Lnactivacion por recaptura {(pg 39)
nos permite "cargar" a la preparacidén de eleccion (i.e. reba-

nadas de tejido, sinaptosomas) con el neurotransmisor marcado ra-
diocactivamente, para después estudiar su liberaciton mediante el
seguimiento de la marca radiocactiva.

En los trabajos que presento en la parte de resultados, se
estudid en particular la l:.berac:.on del neurotransmisor ¥ amino
butirico (GABA). La suspensidn sinaptosomal se incubd durante 10
minutos a 37°©C en un Ringer estandar de la siguiente composicidn
(mM): NaCl 127, KH3PO4 1.18, KCl 3.73, CaCly 1.8, MgsSO4 1.18,
NaHCO3 20, dextrosa 11.2, ac:.do aminooxiacético 0.1 y una mezcla
de GABA marcado Yy GABA frio (0.83 uacCci, 0.5 ,u\‘l). Al finalizar la in-
cubacidon, se colocaron alicuotas de 1la suspens:.on sinaptosomal
sobre filtros microporosos de 0.65 um (éstos retienen a los sinap-
tosomas caragdos con 3 H-GABA). Con ayuda de una bomba peristaltica,
se_ elimind la radiocactividad gue no fue :anorporada por la prepara-—
ci®on lavando continuamente con el Ringer de perfusion respectivo.
Alcanzado el valor de liberacion basal (aproximadamente 1.5% de la
radioactividad total incorporada por la preparacidn), los sinaptoso-
mas fueron sometidos a las diferentes condiciones experimentales.



libera es séle agquel que fue captado por la preparacién.

El empleo de esta estrategia nos plantea las siguientes
oreguntas:

1. SE1 neurotransmisor radicactivo que se libera de los si-—
naptosomas se comporta igual que el neurotransmisor
endbégeno contenido en las terminales?

2.

dL.as moléculas marcadas y no marcadas se distribuyen
homogéneamente dentro de las terminales?

La figura 10 maodificada de un trabajo de Norris y cols.
(1983) se anexa con el objeto de poder comparar la liberacibédn de un
neurotransmMisor radioactivo (SH——GABA) detectado mediante el método

antes descrito, con la liberaciémn del GABA endégeno detectado por un

métode fluorimeétrico. Como se puede apreciar en la figura, la detec-—

ciédn por ambos Mmétodos genera resultados equivalentes.

En la literatura aparecen tanto estudicos de liberaciédn de

neurotransMisores Mmarcados (exégenos) como de meurotransmisores

endbgenos indistintamente, Sin embargo, es diffcil encontrar en un

misma trabajo los mismos resultados obtenidos por dos métodos de

deteccibdn. Es por eso que me permitl incluir la figura 10, con cbje—

to de validar el método de deteccidn que se utilizd en los trabajos rea

lizados en esta tesis.
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Inhibicifn con verapamil de la liberacidn de GABA evocada
En esta figura se puede apreciar gue concentra-
del blogueador de los canales de
inhiben de forma dosis—-dependiente el incremento en

la liberacién tanto del GABA radioactivo como del GABA endSgenc de

sinaptosomas de corteza cerebral de rata evocada por el alcaloide

esteroidal neurotdéxico veratridina

(componente activo de la veratrina).



1I.S. PRINCIPIOS BASICOS QUE DIRIGIERON LA ESTRATEGIA
EXPERIMENTAL

La estrategia que dirigid la caracterizacid4n de los efectos

de las toxinas de Centruroides noxius sobre la liberacibn de rneuro—

transmisores, estd basada en los principios que rigen las propieda—
des biceléctricas de las cé&lulas nerviosas. Por este motivo, a cor—
tinuacidn haré un recordatorio de ciertos conceptos bdsicos gue fue—
ron Gtiles en el disefo de la estrategia que dirigid los trabajos que
incluyo en la parte Il (Desarrollo Experimental) de esta tesis.

Las propiedades bioceléctricas de las células resultan de la
existencia de una diferencia de potencial electroquimico transmembra
nal. El potencial transmembranal o potencial de la membrana de una
neurona o de la membramna de alguna de sus partes (soma, dendritas,
axbn, terminales nerviosas), estd determinado [or las distribuciones
v las permeabilidades relativas a los iones: Na+, K+ vy Cl principal—
mente. (Es posible que el Ca2+ también cortribuya a este potencial
A transmembranal).

En condiciones de reposo, el citoplasma de la neurona o
de la terminal nerviosa presindptica, presenta una elevada concen—
tracibn de }<+ vy una baja concentracibn de Nat comparativamente con
el fluido extracelular, en donde el K+ no excede el 5% de la concern—
tracidn citopldsmica y el ~Nat supera alrededor de 10 veces la corn—

centracidn citopldsmica. La permeabilidad de la membrana en corn—



diciones de reposo es alta para el potasio v baja para el Na™ . L-a
permeabilidad al C17 es elevada v cste antdn se distribuye pasi—
vamente a través de clla (Figura 13). Ltin las mempbranas de las
terminmnales nerwiocsas aisladas (sinmapltosomas) en reposo, hay un ex—
ceso de cargas negativas en la parte nreerna de la membpbrana y un
exceso de cargas pusitivas por ou Ccard axternd., L. memprarna del
simaptosoma (como las de otras membranas oexcitaovles) titenc la ca-—
pacidad de mantener esta separacidr de cargas pues actua coomo una
barrera semipermeanle a la difusidn de los 1omes nmtes Mmenciorados,
Esta separacidr de cargas determina ol potencial de reposo de la
membrara el <cual es negativo <—on respecto Ol exterior.

Las meuromnas se ocormune. an entre s{ emittendo sefales.
Estas sefales se producsr cuando las disitrmiou.: ones ténicas <= las
permeabilidades relativas a los 1ones gue determinan el potencial de
la membrana ern reposc sorn perturbadas. L.a diferencia de potencial
de una membrana en reposo puede perturbarse en dos sentidos: niper
polarizdndose, cuando el (nteritor sS¢ hace aun Mds negativo con res—
pecto al exterior de la membrana vy despolarizindose, cuando et ir—
terior se hace positivo con respecto al exterior.

Basdandose en la ecuacibdn de Soldmann, que relaciormna el
potencial de membrana (Vm) con las concentraciones y las permea-—
bilidades relativas de los iores Na'*', I<+ > Cl+, es posible predecir

qué alteraciones de permeabilidad o de concentracidn nos llevari{an



DISTRIBUCIONES IONICAS Y PERMEABILIDADES IONICAS RELATIVAS DE UNA
MEMBRANA EN ESTADO DE REPO0SO.
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EL POTENCIAL DE MEMBRANA (V) ES NEGATIVO
EN EL INTERIOR CON RESPECTO AL EXTERIOR,

ELEVADA P+

o
]
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+
f ING] FLUIDO EXTRACELULAR
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Flgura 13,

Esquema para ilustrar las concentraciones iénicas relativas L] , y las permeabilidades iénicas
relativas

P, que exhiben las terminales nerviosas cuando la membrana esta en estado  de reposo,
Las Flechas hacia arriba indican una elevada concentracion del idn respect ivo (K+ , Nat ,ca?t )
con respecto a su concentractén al otro lado de ta membrana, El sentido de las flechas que sefia~
lan a cada uno de los 3 canales, indica el gradiente electroquimico del i6n respectivo en el reposo,



nos llevarfan a una perturbacién del potencial de reposo en el sentido

de | a despolarizacidn o de la hiperpolarizacidén.

La Ecuaci&n de Goldmann es la siguiente :

RT l pK+[K+]0 + PN0+[NG+]O+ F>Cl _lCl—]i

\V/ =
mTTET Pu+|K™]i + Pt [Na*]i + Pey - [ClTo

En esta ecuacién R es la constante de los gases, T es la termpe—
ratura en grados Kelvin yv F es la constante de Faraday. PK-i-, PNa+ v
pcl—' indican las permeabilidades relativas de los iones respectivos
vy las letras i ¥ o a la derecha de los signos de concentraciédn ( f_j >
indican concentracién del i6n dentro y fuera de la rmemibrana respectiva—

mente .
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11.6 FUNDAMENTOS PARA EL DISENO DE LA ESTRATEGIA

EXPERIMETAL.

Cuando el potencial de reposo de la neurona es pertur—
bado, se induce algln tipo de expresifédn o manifestacié4n de la acti-—
vidad néural. L.a manifestacidn propia de la actividad de una ter—
mimal rerviosa es la liberacib4n de mneurotransmisores. Sabemos
que la perturbaciébn del potencial de reposo en el sentido de la des—
polarizacidn, desencadena la liberacibdn de neurotransmisores.

Anora bien, con base en la ecuacibdmn de Goldmann, la despolariza-—

cibébn de la membrarna de los sinaptosomas que conduce a la libera-—

cidn de rneurcotransmisores puede ser inducida de diversas maneras

(Fig. 14):

1. Si elevamos la concentracién del K'Y extermo sobre su concentra—
cibn en estado de reposo, perturbaremos el potencial de la mem
brana en el sentido de la despolarizacibén, y mientras mayor sea
el aumento en la concentracibén externa de KV, mayor serd la
despolarizaciébn. Esta despolarizacidn se vé reflejada en la li—
beracib6n de neurotransmisores de las terminales nerviosas. En
la figura 15 se puede obserwvar como aumenta la liberacidn de
Sh—cABA de simaptosomas de cerebro de ratén a medida que au
menta la concentracién de K" en el ringer de perfusién. (l-a

concentracién de KT en un ringer estandar es de 4 mM apraoxi—



ALTERACIONES EN LAS CONCENTRACIONES 0 EN s0
LAS PERMEABILIDADES [ONICAS QUE GENERAN

POTENCIAL DE MEMBRANA EN REPOSO LIBERACION DE TRANSMISORES.
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Figura 14, :

Esquema que ejemplifica alteraciones del estado de reposo que inducen liberacién de neurotransmisores,

P= permeabi lidad relativa del i6n respectivo; NT = neurotransmisor; [J = concentracién del ién respectivo
(precedida de la flecha hacla arrita indica elevada concentracién con respecto al otro lado de la membranas,
Los signos +y - se refieren al potencial (positivo o negativo con respecto al otro lado de la membrana).
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ESTIMULACION DE LA LIBERACION DE GABA INDUCIDA CON CON-—

. CENTRACIONES CRECIENTES DE ALTO K+,

% GABA LIBERADO

KClI (mM)

Figura 15. Los sinaptosormas se cargaron con GABA tritiado (0.83 Ci,
concentracién fFinal 0.5 M) v se perfundieron con un Ringer estandar (SRM)
cuyacomposicidn se indica en el trabajo I11,2. de esta tesis pg 63. Una

vez eliminado el GABA radioactivo no captado por la preparacién (con unm
lavado de 10 minutes de perfusidn a un flujo de 10 Mml/min), se procedid

a colectar durante 6 minutos antes de proceder a estimular la libera—
cidén con alto Kt. E1 GABA liberado en ese tiempo corresponde a la
liberacién basal que oscila entre 0.75 v 1.5% v se indica con las lineas
punteadas. Obsérvese que el GABA liberado con la concentracidén de

4mM de KCl cae dentro de los valores basales. Este punto es un controtl,
ya que el Ringer estandar contiene esta concentracidén de potasio.

Los valores en las ordenadas indican la cantidad de 3H—-GABA liberada en
el minuto correspondiente al pico de la respuesta(minuto 9) expresado como

% de la radioactividad total contenida en los sinaptosomas al inicio de

ta perfusidn. Radioactividad total = radicactividad liberada en 15 perfu—
sados colectados cada minuto mas la radiocactividad contenida en el Fil—

tro al final de la perfusibén. (datos no publicados).
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madamente, concentraciones superiores a 8 mM ya inducen cierto
grado de despolarizacibn).

2. St disminuimos la permeabilidad al K+ también alterarmos las
condiciones del estado de reposo, y& que en este estado la per—
meabilidad relativa al l<+ es muy alta. Al disminuir la permea-—
bilidad al 3 esperarfamos, segln la ecuacidn de Goldmann, uma
alteracié4n del potencial de membrana también en el sentido de ia
despolarizaciébn y la prediccibébn serfa aumento en la liberaci&n de
transmisores.

3. En estado de reposo, la rmembrana de las terminales nerviosas
exhibe una baja permeabilidad al Na+, por lo que un aumento en
la permeabilidad al Na+, también perturbarfa el potencial de
membrana en el sentido de la despolarizacidn.

Es claro que las alteraciornes en las concentraciones o
en las permeabilidades relativas de los 2 cationes (Na+ vy K que
determinan principalmente el potencial de 1la membramna de las termi-—
nales nerviosas promueven un aumento de la liberaci&n de neurotrans
misores. Sin embargo, existe un tercer catibn, el calcio, que en
condiciones de reposo sigue um patrén de distribuciédn similar a2l del
Na+, pues su concentracibédn en el fluido extracelular es superior a
la del citoplasma y la membrana exhibe gran resistencia a su paso
en el reposo. Este tercer catiébn, el calcio, juega un papel crucial

en los procesos de secrecibn o liberacibn de neurotransmisores.



53

Hipbtesis del Calcio

La participacibén del Ca2+ en los procesos de secrecibn,

se conoce desde hace mucho tiempo. Uno de estos procesos de se—
crecibn estid representado por la liberacibdn de mneurctransmisores
desde la presindpsis. En este caso el papel del ca®t no solo es
reco nocido sino que ha dado lugar a la llamada Yhipdtesis del Cal-
cio'", bien conocida por los neurocient{ficos interesados en la comu—
nicacidn sindptica mediada por mensajeros qufmicos. Esta hipbtesis
que rnacid en 1969 con un trabajo de Katz, consiste brevemente en el
postulado siguiente: "Cuando un potencial de accibén imvade la termi—
nal nerviosa presindptica, la despolarizacibébn que genera, abre los
carates de Ca2+ sensibles a voltaje que estdn inmersos en la mem-—
brana presindptica. El Ca2t entra a la terminal a favor de su gra—
diente electroquimico y el aumento transitorio en la concentracibdn de
ca®t interno dispara la liberacibn del neurotransmisor'. (fig.16)

La hipétesis del Ca2t se reafirmé con varios trabajos
encauzados a demostrar que un aumento en la concentracidn intra-—

celular del Ca2+ gereraba la liberaci®n del neurotransmisor. Las

estrategias empleadas para aumentar la concentracidSn de Cae+ inter

no fueron variadas: inyeccib&dn directa de Ca2+ (Miledi, 1973), uso de

2+

ionéforos selectivos para Ca (Kita y Vvander Kloot, 1974), fusién

de liposomas cargados con Ca2+ (Ranamimoff y col., 1978), etc.



DIAGRAMA QUE ESQUEMATIZA LA “"HIPOTESIS DEL CALciO"

Estimulo — Secrecion
(Liberacion)

-+ Reposo Vm / s,
+ /4y,
Canales Ca®  |cerrados| 3
+ | — Despolarizacion 2
Canales Ca?" |abiertos|
V dep.

Hooo i am
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Figura 16. En estado de rogcoso ¢l potencieol
T terminal Aptica v negati vo en el interior con res—
pecto al s<xt_=i0r y los canales de Za + sensibles a volta-—

jie exhiben baja permoeaoilidad a! idn (estédn cerrados).
Ante un estimu.o despolarizante, el potencial de membrana

se wvuclve posltlvo en el intertor con respecto al exterior
y los canales e Ca“” irsertos on la membrana se abren
ante el cambio da potercial permitiendo la entrada al Ca2+
extracelular o favor doe ou t_;r-adient)):_'_electmq afmico. EIl
aumento en L a concentracion de Ca* en el citoplasma,
penera la liberncidn uct nourctran.misor.
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No habia duda de que el aumento en la concentracién del Ca2t

interno por cualquiera de los métodos empleados encontraba
correlato con la liberacién del meurotransmisor o con alguna
manifestacidén de que se habia liberado (potemcial postsindptico

excit atorio).
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11.7. ESTRATEGI A EXPERIMENTAL EMPLEADA PARA CARACTE-
RIZAR EL MECANISMO DE ATCION DE LAS TOXINAS DE

C. NOXIUS SOBRE LA LIBERACION DE TRANSMISORES.

La estrategia que nos permitid discriminar qué canales iénicos

estaban directamente involucrados en las acciones de las toxinas de

Centrurvides noxius sobre la liberacién de GABA en sinaptosomas, se
pudo llevar a cabo gracias a la existencia de herramientas farmacolS—
gicas con acciones especificas.

Entre la serie de harramientas experimentales qQque fueron usa—
das para la caracterizacidén de los efectos de dichas toxinas en sinap—
tosomas, algunas jugaron un papel crucial y otras sirvieron para apo—
yar (por consistencia) el mecanismo de accidn propuesto .

Las evidencias electrofisioldgicas indicaban que cuando menos
dos de las toxinas (lI-10 y II—-11) del veneno de __(2_. noxius ejercian ac—
ciones selectivas sobre las permeabilidades al Nat o al Kt en el axén
gigante del calamar (Carbone y col. 1982) y con base en la ecuacién de
Goldman y en la hi pétesis del Za2%, habia 3 casos en los que un cambio
selectivo de permeabilidad idnica daria como resultado un aumento en
la liberacién del transmisor. Estos 3 casos serian los siguientes:

L. Aumento de la per meabilidad al idn Na™,
2, Aumento de la permeabilidad al ién Ca2t ,

3. Dismunicién de la permeabilidad al ién I<+,
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Para distinguir un efecto medigdéibar aumento de 1la permea-—
‘bilidad al Nat a través de los canales de Na‘t sensibles a volta-
Jje, de efectos mediados por aumento de la permeabilidad al caZ2+ o
disminucidn de la permeabilidad al K+ (condiciones 2 y 3), la he-

. rramienta que jugd el papel discriminador fué la tetrodotoxina
(TTX) . La TTX, bloquea a los canales de Na* sensibles a voltaje
con elevada selectividad (pg 30). Por consiguiente, la liberacidn
del transmisor en respuesta a la toxina de Cc. noxius bajo estudio,
que estuviera mediada por un aumento en la permeabilidad al Nat a
través de los canales de Nat*t sensibles a voltajé, se inhibiria
en presencia de TTX. Por el contrario, si la toxina de C. noxius
en cuestidn, estimulaba la liberacidn del transmisor aumentando
la permeabilidad al Ca2+ o disminuyendo la permeabilidad al K+ »
seguiria estimulidndola en presencia de TTX.

Cuando la presencia de TTX no inhibia la estimulacidn de
la liberacidn inducida por la toxina de C. noxius , se descartaba
la posibilidad de gue el efecto involucrara a canales de Na+t sensi-
bles a TTX. '

Para distinguir entre las condiciones 2 y 3, se utilizd la
—wvalinomicina, gue es un jiondoforo selectivo para K+ , con base en la
siguiente hipdtesis: Si al aumento en la liberacidn de GABA indu-

- ~—<cido-por la toxina-de --C. -noxius subyacfa una disminucidn de 1la -
_permeabilidad al K+ , este aumento debgria ser_inhibido en presencia

de valinomicina, la gue, sin alterar directamente a los canales de

la membrana, permitiria el paso de K+ a favor de su gradiente

electrogquimico y, en consecuencia  mantendria alta la permea-—



58

bilidad al K+. Mientras que si un aumento di recto de la permeabilidad

al ca2t subyacia a la accidén de la toxina, la liberacién del transmisor
it nducida por la toxina, rno se bloquearia con valinomicina. La figura
5 del trabajo Il .2 de li parte de "Desarrollo experimental’” se muestra

el poder discriminador de este iondforo.

Ademas de estas herramientas Farrmacoldgicas (TTX y wvalinomicina)
que jugaron un papel primordial para sugerir la causa prirma ria de la
liberacién de GABA provocada por cada una de las toxinas de C. noxius
que fueron estudiadas, los bloqueadores de los canales de ca2t (vera~—
pamil v Coe+) también fueron importantes: la inhibicidn de la liberaci&n
del transmisor inducida por las toxinas de_i. noxius en presencia de
dichos bloqueadores nos llevd a pensar en la participacidén de los cara—
les de Ca?t sensibles a voltaje, como evento secundario a la despola—
rizacidn i nducida ya fuera por disminucidén de la permeabilidad al Kt
& por aumento de la permeabilidad al Na+.

Las condiciones complementarias : ausencia de iones especificos en
el lfquido de perfusidn que haria las veces de fluido extracelular y las
adiciones sirmultdneas de las toxinas con otras condiciones despolarizan—
tes conocidas como medios de potasio alto, medios conteniendo vera—
trina, se usaron para ampliar la caracterizacidn de los efectos de cada

una de las toxinas de Centruroides noxius y compararlos con los
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efectos sobre la liberacién de transmisores mediados por farmacos

tales como la 4—aminopiridina o con la veratrina.

Al Final de la tesis en el apéndice Il titulado '"Herramientas
farmacolégicas experimentales”, se encuentra una tabla Que incluye
a los FArmacos y toxinas que se usaron en los trabajos presentados

para facil itar su manejo.
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DESARROLLO EXPERIMENTAL
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En los trabajos Que presento a continuacidn, se caracterizan las
acciones de algunas de las toxina. purificadas del veneno detl escor—

pién Centruroides noxius sobre la liberacidén de GABRA (como ejemplo

de t ransmisor) en sinaptosomas. Como la purificacidédn de cada pép—
tido (toxina) contenido en el veneno de C. noxius implica mucho tra—
bajo experimental, antes ae provar si atguno de los péptidos puros

alteraba de algdn modo la liberacidén de transmisores, probé si la frac—~

cidn téxica completa o Fraccidn Il que se obtiene de la primera separacién

en Sepnadex G-53 (ver fig. 2) y que contiene a todos los péptidos (I1-1
a II—-14) ejercia algln efecto soure la liberacidn de GABA en sinaptoso—
Mmas.En la figura 17 se compara el aumento de la liberacidén basal

de GABA inducide por un medio despolarizante de KV alto (50 mM)
con el aumento inducido por la fraccién Il del veneno de C. noxius

a una dosis de 15.5 ug./ml. La discusidn de estos datos se encuentra
al Fimal de la tesis en la parte de "Discusién General', ya que me in—
teresa comparar este erecto con los inducidos por las toxinas puri—
Ficadas (1I-9, I[-10y 1I-11) que presento en los trabajos que se en—

cuentran a continuacién.
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GABA

Figura 17, EFECTO DE LA FRACCION |l DEL VENENO DE C, NOXIUS SOBRE LA

LIBERACION DE GABA DE SINAPTOSOMAS DE CEREBRO DE RATON,

A KCI 30 mM

O 19.3 pgr/ml Fraccion IL de C.noxlos

¢ CONTROL

A ] t i | L i

2 4 6 8 10 12 min

El procedimi ento seguido es el mismo que en la figura 1A del trabajo 111.2, excepto que

se empled la Fraccién Il envez de la toxina 11=11 0 NTX para estimular la liberacién .



TRABAJO 11I.1

Toxinas naturales como "Herramien—

tas Exp erimentales "

en Neurobiologia.
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TOXINAS NATURALES COMO
“"HERRAMIENTAS EXPERIMENTALES”™
EN NEUROBIOLOGIA

Maris Sitges*®
Lourival Possan.

Alejandro Bayén®

venom of the Mexican scorpion Centruroides noxius
ns several neurotoxic peptides, which aminoacid sequen.
ces have been determined. This study is concerned with the me-
chanism of action of 3 neurotoxic peptides (11-9, 11-10 and 11
11) from C. noxius 10 increase GABA release from mousa brain
SYNaptosomes.

The relsase of GABA induced by toxins 11-9 and 1110, both
jong chain peptides {7000 M. w.) whose aminoacid sequences
exhibit a high degree of hamology, is inhibited by the voitage-
sensitive Na® channel blocxer, tetrodotoxin, In controst. the
relsase of GABA evoxed by the short chain peptide { =~ 4000 M
w} 11-41 called noxiustoxin {(NTX) is not modified by verrodo-
toxin. Ca=* channel blocxers (verapamil or Co=' ) or tha absen-
ce of external Co-* pravents the roleasing etfectz of the 3 to-
xins. in svnaprosomes. the two long chain toxins increate 22Na*
permesbility and NTX decrsases 2°RAb* permeabitity, The K+
ionophore valynomicin completety inhibits the relesse induced
by NTX, as well as that evoxed by the K* channal blocker 4.
aminopyridine. Based on these tindings, [t is proposed that
iransmitter release induced by NTX is due to & depolariza-
tion in reponse 10 the decrease of K permea v. and that
transmitter release in response to toxing 11 and 11-10 to » de-
polarization mediated by the increase in Na® permoability. The
external Ca2™ dependence of the 3 toxins to evoxed relaase is
related to the activation oOf vollage sensitive Ca<* channels by
depolarization. The value of natural toxins as “‘experimental
100is™"is discussed and their high potency and selectivity is con.
firmext.

Resumen

El veneno del slacran maxicano Centruroides noxius con-
tiene varios Peptidos NeUrotGxicos cuyas secuencias de amino-
scidos han sido determinadas. En este estudio se deacriben los
mecanizmos de accion subyacentes a la liberacion da un neura,
trasmisor clisico (GABA) de sinaptosomas de cerebro de rawon,
evocads por 3 péptidos neurotdxicos de C. noxius: 119, 11.10
v 11-11. La liberacion de GABA inducida por ios péptidos “lar.
gos’’ (P. M, 7 OO0} 1.9 vy 11.10, cuyas secuencias de aminoaci
dos exhiben aita homotogia, es inhibida por el bloqueador de
los canales da Na* senzibles a voltsje. tetrodotoxina. En con-
traste, Ia liberacién svocads con el péptido ‘‘coro™ {(P. M,
4 000) 11-11, conocido como naxiustoxina {NTX), no se blo-
Quea con tewrodotoxina. La liberacidn del trasmisor, Inducids
por cuaiqulers de las 3 neurotoxinas, es inhibida con bloques-
dores de 03 Canales de calcio (verapamil, cobalta) y depende

ce Ca?* -xxcrno En sinsprosomas, 03 dos péptidos “largos’

tidad al *3Na* v el 11-11 o NTX dismi-
nuye ta p'rm..bllldnd a1 3¢Rp*. La NTX, sl igual que el blo-

*Unidad de Oeozsrrolio de Técnicas Analiticas pars |s Investh
owCiOn en Priquistria y Nzuroqulnnca IMP-UNAM,
**Depsrtamento de 8. det i de Inves
tigaciones Biomdédicas, UNAM,

Queador de o3 canales de K*. 4-aminopiridina, no evoca libers-
cion de GABA de 3inaplosomas previamente 1ratacos con o
lonotoro de K* valinomicina. Con base en estos resultados, se
propone que la liberacién del trasmior evocada con NTX, esté
mediada por una d e encr a la disminucisn
de ia per idad 8l K* vy 1a >or o3 toxinas 11-9 & II-
10 por una despolarizacidn coOmMo resultado del_aumento en Is
permeabilidaod al Na®. La dependencia de Ca?™ externo qua
exhiben las 3 1oxinas D.r- inducir liberacion os secur\d-rll Y e
r L a con la de los cal e3 de Ca?* como conse-
cuencia de 1a despolarizacidon. Se discute el valor de las toxinas
naturales como “‘hercamientas experimentsles’” v 3o reafirma ls
alts potancia v selactividad con que acTaan,

introduccién

En la naturaleza existen numerosas especies produc-
toras de sustancias neurotoxicas, mismas que utilizan
frecuentemente como mMmecanismo de defensa, Desde
hace varias décadas, 10s estudiosos de los mecanismos
moleculares de la comunicacidn nerviosa han mostrado
interés por las toxinas naturales. Las moléculas con las
cuales interaccionan muchas de las toxinas de origen
natural, hasta ahora estudiadas, estan directamente in-
volucradas en la tisiologia de la neurotrasmision. Algu®
nas toxinas naturales exhiben elevada selectivided vy
gran afinidad por moléculas fisioldgicamente importan-
tes como canales iOnicos y receptores de neurotrasmi-
misores, lo que ha permitido, incluso, purificar con
ellas a algunas de estas entidades molecularest?. 7. 8.
12 y 18)

Son rnuchas las sustancias de origen natural reporta-
das como neurotoxicasi8. 10 v 14 % sin embargo, los
mecanismos moleculares subyacentes a sus efectos sdlo
se conocen en contados casos. Las toxinas naturales cu-
YyOs Mecanismos de accion estan establecidos, son valio-

s ‘“herramientas experimentales’ para abordar el estu-
dio del funcionamiento neural en diversas preparacio-
nes.

Distribucién geogrifica de los escorpiones

Entre las especies que producen neurotoxinas potef-
cialmente interesantes, se encuentran los escorpiones
que producen venenos altamente tédxicos. Su distribu-
cién esta restringida al Norte de Africa, Asia Central,
Brasil y México. El género representativo de México es
el Centruroides. Entre ias diferentes especies de este
género, la nox/us produce el veneno mis potents.



Purificacion y secuenclacién de las toxines de C. noxius

Antes de iniciar cualquier estudio con una toxina
potencialmente interesante, es necesario que la toxina
en cuestion haya sido purificada.

Los péptidos toxicos contenidos en el veneno del
alacrén Centruroides noxijus, cuyos etecios sobre la li-
beracion de trasmisores se reportan en este trabajo, no
s6lo han sido purificados, sino que sus secuencias de
aminoicidos tambien han sido determinadas por el gru.
po del doctor Lourival Possanil6. 19 v 20},

Al analizar el componente toxico del veneno del C.
noxius, éste se subdividido en 14 fracciones. De éstas,
las fracciones 11.8, 1.9, 11.10, 11-11 y 11-13, resulitaron
letales sl ser practicada una prueba de toxicidad (inyec-
ciobn i.p. de 2 ug/gr de raton). Las tracciones 11-6, 11-12
y $1-14 fueron tdxicas y las restantes no tuvieron efec-
tos aparentes{19},

En este trabajo se reportan las acciones de 3 de las
fracciones con efectos letales (11.9, 11-10 v 11-11), por
lo que nos limitaremos a describir sus caracteristicas.
Los péptidos purificados de las fracciones 11-9 y 11-10
han sido secuenciados. cuando menos en su Porcion
aminoterminalf6. 19),

La comparacién de sus secuencias de aminocéicidos
demuestra qQue existe un alto grado de homologia entre
elios (Fig. 1), 12 Que también comparten con algunas
toxinas contenidas en los venenos de alacranes de otras
especiest2?). L3 secuencia de aminoscidos de la NTX
difiere totalmente dc las determinadas para ias toxinas
“largas” 11-9 y 11.10 (Fig. 1}.
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Figura 1, Comparaclén de las secuencias de aminoacidos de las
toxinas 11-9, 11-710 y i1-11 {NTX) dei veaeno det ala-
ordn mexicano Centruroides noxius Hattmann,

El peso molecular de la mayor parte de las toxinas
que han sido purificadas de los venenos de diferentes
especics de alacrames es cercano a 7 000, como es el
caso de las fracciones 11-S y 11-10 de C. noxsus. Ademas
de estas toxinas “largas’’, en los venenos de aigunas es-
pecies de alacranes han sido detectados péptidos mas
cortos, con pesos mMmolecuiares de 4 000 aproximada-
mente. La noxiustoxina (NTX) correspondiente a la
fraccién I1-11 del veneno de C. noxius es un péptido
de este tipo.

Efecto de las toxinas de C. noxius sobre las
corrientes Ibnicas del axdn gigante del calamar

La actividad de las células nerviosas se expresa por

S5

medio de movimientos i6bnicos a través de sus membra-
nas. Para abordar el estudio de la comunicacion nervio-
8, encontrar toxinas © nuevos firmacos que interaccio-
nen selectivamente con algin canal ionico es de valor
primordial. Cuando las toxinas de C. nox/us fueron
probadas sobre las corrientes iOnicas de Na* v de K* an
el axén gigante del calamar bajo pinza de voltaje, sGlo
ta toxina “‘larga’ 11-10 y la NTX resultaron efectivas.
La primera inhibiendo selectivamente la corriente de
Na*y la NTX bloqueando la de K*{5),

Por mucho tiempo se pensd que el modelo de 2 ca-
nales, uno de Na* y otro de K*, que surgio del anélisis
de las corrientes ionicas de la membrana del axon, era
aplicable a todas las membranas de la céiula nerviosa.
Sin embargo, en los Ultimos afos, al estudiar las co-
rrientes idnicas de otras regiones de la célula nerviosa
{soma, terminales nerviosas), se ha evidenciado la exis-
tencia de otros canales idnicos!!5). Con estos nuevos
canales se comienzan a explicar propiedades particula-
res de las diferentes regiones Mmembranaies de |a célula
nerviosa. Asi, parece Que no todas las membranas estan
estructuradas de la misma torma que las det axont!5),

Planteamiento del problema

Como estaba reportado que otras toxinas ‘’largas’
purificadas de venenos de otrai especies de escorpiones
aumentaban la captura de Na*(16) desencadenando
asi la liberacion de neurotrasmisores en terminales ner-
viosas aisladas!® v 11} resuttaba curioso que la toxina
t1-10 estuviera actuando de forma opuesta en el axon:
inhibiendo en vez de aumentando la permeabitidad al
Na*.

Esta diferencia hacia interesante conocer el tipo de
efecto que pudiera ejercer la toxina 11-10 de C. noxius
sobre la liberacién de neurotrasmisores vy sobre l0s mo-
vimientos de Na* .directamente en terminailes nerviosas
aisladas (sinaptosomas). Considerando que también la
toxina {1-9, que presenta un alto grado de homologra
en 13 secuencia de aminoacidos con la toxina 11-10, ha-
bfa resultado letal al inyectarse a baja dosis a ratones
{aunque carente de efecto en el axon), en este trabajo
también se estudiaron sus efectos en sinaptosomas.

Adema3as, con el antecedente de que la 4-aminopiridi-
na (4-AP), que bloquea la permeabilidad ail K* en el
ax6n(25) aumenta la liberacion de Glutamato, GABA
vy ACh de sinaptosomas{24! decidimos estudiar ios
efectos de la NT X, que en el axon habia inhibido 1a co-
rriente de K*{5! en 1a liberacidn de trasmisores y en
10s movimientos de K* en sinaptosomas.

Procedimionto

Para determinar qué tipo de efecto ejercian tanto las
dos toxinas *‘largas’” (11-9 y 11-10) como la toxina *‘cor-
ta” (11-11 NTX) de C. noxius en la liberacidon de trasmi-
sores, se midid la liberacion de GABA, un ncurotrasmi.
sor clasico, de terminales nerviosas aisladas de cerebro
de ratén.

Lus sinaptosomas se aislaron segun el mdétrodo de
Haj6st13) Una vez obtenidos, se cargaron con GABA
marcado radicactivamente (2, 3 [3H] GABA, 0.83 ucCi,
0.5 uM tinal). Para seguir la liberacidn de este trasmi.
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En las borras se indica la media =
dientes.

sor, se empled la técnica de perfusidn previamente re-
portada por Tapia vy Si(ges(z“’A Para estudiar los movi-
mientos de K* en sinaptosomas, se midio el eflujo de
B6ERDL* segun el metodo de Sitges y col.'23) y para los
movimientos de Na* se midié el eflujo de 22Na* como
se especifica en el pie de la figura 4.

Resultados

Efecto de las toxinas 11-9, 1/-10 y 11-11 de C. noxius
sobre la libaracién de GABA en sinaptosomas

Tanto las 2 toxinas ‘‘largas’ de C. noxius como la
toxina ‘‘corta’’ incrementaron la liberacion de GABA
en forma dependiente a la dosis (Fig. 2). Sus dosis
etectivas medias fueron: 2.9 nM para la NTX vy apro-
ximadamente 60 nM para las toxinas “‘largas’’. Este
aumento en la liberacion de GABA podra estar media-
do por una despolarizacion de la membrana sinaptoso.
mal.

Con base en que el potencial de membrana es fun-
cidn de las concentraciones externa e interna y de las

* ol error estindar de los 4 a S5 sxpecimaentos indepen.

permeabilidades relativas a ciertos iones {Na*, K¢, Cal¢*
v pasivamente la de Cl — era posible que una altorscién
selectiva de dichas permeabilicades, por efecto de iss
toxinas, fuera la causa que estaba desencadenando ls
liberacién del trasmisor.

Para explorar esta posibilidad se diseiid una estrate-
gia experimental que consistio en probar como e Mo-
dificaba !a liberacion de GABA evocada por cada una
de las 3 toxinas de C. noxius, cuando se aumentaba o
bloqueaba selectivamente (con el emplec de bloqusa-
dores de canales y iondforos selectivos) |a permeabiil-
dad a Na*, K* o Ca2*,

Efecto de Iss toxinas 11-9, 11-1Q y H-11 en
sinaptosomas con los canales de Na* censibles 3 voltaje
bloqueados con tetrodotoxine.

El bloqueador de los canales de Na* sensibles & voi-
taje, tetrodotoxina {TTX), no impidio gue la toxing
“‘corta” (NTX) aumentara la liberacion de GASA, En
cambi las toxinas ‘‘largas’” {1-9 v 11-10 perdieron su
efectividad para liberar al trasmisor de sinaptosomas




previamente tratsdos con TTX (Fig. 3). Esvos resulta-
dos indicaban que Ia NTX no estaba inducienda la libe-
racion de GABA » través de UNa activecion de los cana-
les de Na* sensibles a voltaje. mientras Que [a estimuta-
cién de la liberacion inducida por la toxina 11-9 o por
ia toxina I1-10 estaba muy probablemente relacionada
con un aumento en la permeabilidad al Na* » través de
fos canales sensibles a TTX.
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Figurs 3. Efocto dei bloquesdor de los canales de Na®* (TTX}
on la liberacién evoceda por las toxinas .3, 11110 v
NTX de Centruroides nox,us. Los sineplosomns tus
ron perfundidos con el Ringer NormMal »n autencis
{c) o en presencia ds tstrodotoxina (o). En el minu-
to Indicado por ta tiachs el Ringer tamtiian contanfa
1.6 fig/mi de twxina 11-9 & 11.10 (A y 8 reipectiva-
mente) & 0.5 Lig/mi de NT X (C),

I. CARACTERIZACION DEL EFECTO LIBERADOR
EVOCADO POR LAS TOXINAS 1.3 Y 11-10

Efecto de las toxInas *Targas”™ do C. noxius en la
permeabliidad af Na* en los sinaptosomas

Resultaba Intaresante que !a toxina "‘larga’” I1-10

&7

que habfs disminuido I« permeasabilidad al Na* en el
axén, parecfa ejercer un efecto opuesto sobre dicha
permaabilidad en las terminaies Nerviosas aistadas. Tam-
bién era notable que la toxina 1.9, sin ofecto en el
ax6n, ejerciera un efecro similar a su homdblogs 11-10,
en sinaptosomasz. Esto nos llevd a estudiar el cfecto
que podfan tener estas toxinas sobre la permesbilidad
al Na* on ia preparaciéon sinaprosoma!, Para ello, medi-
mot el sflujo de 22pNa* de sinaplosomas previamente
cargados con el i6n radioactivo; 1a monensina, gue es
un ondforo de Na*, asf como 12 veratr;na, que se una
sl cenal de Na* aumentando la permeatilidad a dicho
16n, se smplearon como controles posilivos vN €3108
experimentos (Fig. 3). El aumanto en la permeabitidad
a8l Na* ovocado por estas toxinas, era menor que el in.
ducido por veratrina y Mmas aun comparado con #) cbte-
nido en respuesta a la monensina. No ctstante, este as-
widio demostrd que en efecto, ias dos toxinas largas’™
eran capaces de aumentar la permeabilidad al Na* en
los sinaptosomas.

Efecto de las toxinas 11-9, 11-10 y /1-11 en
singptsomas con los canales de cal/cio bloguesgos
con cobalto @ veraparmil

Para bloquear los canales de Ca”* cuontenidos en ias
membranas de sinaptosomas, estes fueron perfundidos
con un Ringer Nnarmal gque contenia un biogueadtor or-
ganico (verapamil) o un bloqueador inorgameo icobali-
to). La presencia de cuaiquiera de dicho:z bloqueadores
impidié a las 3 toxinasde C. noxius estimuiar fa tibera-
cién del trasmisor. En la figura 5 se ejemplifica el blo.
queo, con cobalto, de la liberacién dei trasmisor en
respuesta a las 3 toxinas. Ademas, wrnto las toxinas
“largas’’ como la NTX dependen de !a presencia de
Ca?* externo para inducir liberacion, ya que el efecto
estimulador evocado POr cada una de ellas tamoien cs
inhibido en ausencia de Ca’* externo!23! (Fig. 6},

Mecsnismo de accibn de las toxinas “larpas™

El aumento en la permeabihidad o Na ¥, evocado por
1as toxinas {1-8 y 11-10 aunado &i bicqu:e con TTUX ds
fe liberacidn evocada por dichas toxinas, indiciba que
una despolarizacion de la membrona sinuptosomal tras
la entrada de Na* por los canales de Na™* sensibles a voi-
taje, era la causa del aumento ge ia liberac:Snde GABA
evocedo por !a toxina i1-9 o por la toxinza 1110, La do-
pendencia de Ca2* externo, asy como ta inhibicidn por
cobalto {0 verapamil) del efecto de las 2 toxinas ““lar-
gas’’, era muy posiblemente secundario (debido al aco-
plamiento final estrmulo-zecrecion dependiente de la
entraoda de C22* a la terminal}: ta despolarizacion debi-
da 8 1a interxccidn de 12 toxina !1-9 o dec ja H-10 con ics
canales de Na*, activa a los canales de Ca?* sensibles a
voltaje, permitiendo la entrada de Ca?* externo vy 1a li-
beracion del neurotrasmisor.

. CARACTERIZACION DEL EFECTO LIBERADOR
EVOCADO POA NTX

ta posibilidad de que la NTX estimutlara la libera-
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Efecto de Monensins. Veratrina. toxina (-9 y toxins
11-10 en ia permeabilidad af Na  en iineptosomas.
Los sinaptotomasx tueron suspendidos en un Ringer
normal en ei cual 120 mM de NaClio reernplazéd por
cloruro de colina y ef NaHCO3 por 20 mM de T
Esta suispensién sinaptosomal (1.5 mg/mt) se cargd
2N 26 HCI/mI (radioact. esp. 13 mCl/mmol} de
“%N<* durante uns hora. Trascurrido site tismpo,
3¢ colocaron alicuctat de ests 3UIpension sotwe fil-
ros Millipore de 0.65 &M y se lavaron répidaments
con et Ringer de colina sn el poritatiltros Miilipore
conectado a une bombas de vacio de 3/4 HP_ Los fii-
tros con lor sinaptosomas carmsdo: con 2SN’ se
trasiadaron rapidamentes a lss camoras de perfuslén
coneciedas & UNs bormba peristiitica. Se precedid &
perfundir de !a mitma_Manera Que en_ips exporimen.
108 de liberscion de “H-GABA. El “~Na* libersdo
durante cada Minuto &n susencis {minutos 1 & 15)
y en pressncia da: {A) monensina 10 LM, {B) Rin-
ger normat, (C) Veratrine 60 tiy/mi, (D) toxins 11-8
1.5 Mg/mi, (E) toxing 11-10 1,5 g/mit, (minutos 16
8l 22) se express como Jodel contsnido total da re-

&8

diosctivided sn los as o of de
ta sdicion dal térmpgo. Las Iiness puntesdss repre
sentan ¢l sflujo e ““Na obtenido en expaw iMmentos
Pareleios en ausencis de tirmaco. En B e grafica uno
de estas cONiroies Con sus errores enténdar. Coda
PuUNio es | Medis el ervor esténdac de 4 » O experi-
mentos Independisntes.

cién de GABA, aumentando 1a permeabilidad al Nat a
wravés de 103 canales sensibies a voltaje, estaba descerte-
da con base en los resultados obtenidos con TTX (Fig.

3).
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Figurs 5. Efecto del bloqusador de 10s canales de CaZ’ (CO-

BALTO) on is liberacion evocads por ias toxines i@,
11-10 y NTX de & noxius. Los sinaptosomas fuaron
pertundidos con el Ringer normal (o) o con un ARin-
ger normal en of cuel @ CaCiy tue sustituicdo pos Co
C'z (s). En sl minuto indicado por ia {lecha smbos
ringers contenizn 1.5 Ug/mi ce toxina H.3 (A}, 1.5
Hg/mi de toxins 11-10 ({8) & 0.5 ug/ml da NTX (C).
Cada punto s s modia L error estdndar de 3 expari-
mentos independisntes,

Como en el caso de las toxinas “‘largas’’, 1a libera-

cion de GABA inducida por ta NTX se inhibia en su-
sencia de CaZ2* externo(23) y en presencia de bloques-
dores de 10s canales do Ca2* (Fig. 5). Estas observacio-



nes Indicaban que la NTX inducia una entrada de Ca2*
8 través de 103 canales sensibles a verapamil y a Co2+,
Habf(s entonces que determinar si la NTX activaba di-
rectamente a los canales de Ca2* o si éstos s0 activaban
como resuftado de una despolarizacidn disparads por
otro mecanismo. El hecho de que la NTX hubiera dis-
minuido 1a permeabilidad al K* en ¢l axon gigante del
calamar, planteaba {a posibilidad de que este fuara el
mecanismo causal de su etecto. Antes de pensar en al-
90N otro mecanismo habia qQue encontrar una estrategia
pera distinguir entre las dos posibilidades anotadas,
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Figura 8. La liberacion de GABA en respuests 3 las toxinas -
B ¥ 11-10 a2 inhibe en susencia de Ca~ externa. La
20ns blanca de 1a: borras expresa ef Fode "H-GABA
fliberado durante 5 minutos de expPolCIGN de 1oz si-
naplosOMan & las 1gxinas 11-9 d'i1-10, disueitas en un
Ringer norrnal {Ca“") 6 en un Ringer sin CaCl y con
EGTA BO UM (EGTA). La situra de las borras es la
medis * error estandar de 3 experimentos indepen-
diantes. * =p 0.01.

Efecto de la NT'X en sinaptosomas continaarments
permeables al K*

Para distinguir entre !a liberacion mediada por un
aumento directo de Ia permeabilidad al Ca2* o una dis-
minucidn directa de la permeabuilidad al K* (Gue des-
polarizarfa fa membrana y activarfala entrada de CaZ*),
ks sinaptosomas fueron tratados con el iondforo de
K* valinomicina para aumentar, »n forma independien.
te de canales, su permeabilidad sl K*. Si el efecto de la
NTX sobre I3 liberacion de GABA estaba mediado por
una disminucién de la permeabilidad al K* por canales
de K*, los sinaptosomas tratados con valinomicina no
responderfan a la NTX. Por otro lado, si ¢l efecto de ia
NTX estaba mediado por un aumento directo de ia per-
measbilidad al Ca?*, 1a presencia de valinomicina no de-
ber(a impedir la liberacidn inducida por NTX.

En la figurz 7 se muestra Que ia NTX no es capax de
evocar liberacidn de sinaptosomas tratados con valino-
micina. Tampoco la 4-aminopiridina {un bloqueador de
canales de K*}, fue cepaz de inducir liberacion en pre.
sencia de valinomicina. En contraste, la liberacion de
GABA evocada por un autmento en la permeabilidad al
Ca?* {inducido por el ionéforo de Ca2*, A-23 187), no
8 Inhibibé con valinomicina.
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Flgurs 7. Moditicacion de ia liburscidn de 3H.GABA inducide
por NTX, 4-AP y A-23187 de 3inaptoicmas tretados
con el londioro de K valinomicina. Los sinaptoso-
rmea tusron poriundidos con un Ringer normal sin
{0} valinomicina (o}. En el minuto indicado por 1 s
afedid NTX 0.1 (M (A), 4.AP 50 UM (B) v A23.187
5 LM {C). Cada punto ot la media X erTor esténdar de
3 experimantos independisnies.

Esecto de la NTX en la permeabiligad al K% de
los sinap tosomas

Con el antecedente de que la toxina I1-10de C. no-
xius habia ejercido efectos contrarios en la permeabili-
dad ai Na* del axé6n y de los sinaptosomas, se antojaba
necesario estudiar si la NTX ejercia el mismo efecto so-
bre la permeabilidad al K* en ambas preparaciones. Pars



contestar ésto, se estudid ls accidon de 1a NTX en el
etlujo de BERBL* (un anslogo funcionsl de K* en las
membranas) de sinaptosomas. La figura 8 demuestra
Que tanto la NTX como la 4-AP disminuyeron en un
90% el eflujo de BERL* de los sinaptosomas que fueron
previamente cargados con este iOn radiosctivo,
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Figura 8. Etecto de is NTX v is 4-AP en el eflujo de >*Rb" en
sinaptosomas, Los filtros Nkiyipoiu {0.65 M) con los
sinaptosmas cargscos con Rb~ tueron perfundidas
con un Ringer normasl. En el mamento indicado por
1a tlecha, wste Ringer contenia NTX 0.24 UM (o) o
4.AP 200 UM {0). Los resuitados 38 expresan como
G5 de 1a radioactividad total contanids en los 3inapto-
somas al inicio de la parfution,

Mecanismo de accién de la NTX

Ya que en sinaptosomas, la NTX induce una dismi.
nucién de 1a permeabilidad ai 86 Rb* y es inefectiva para
liberar GABA de sinaptosomas cuya permeabilidad al
K* ha sido incrementada con valinomicina, se propone
el siguiente mecanismo: la liberacién de trasmisor que
induce la NTX debe estar mediada por una despolariza-
cién en respuesta a la disminucion de la permeabilidad
al K* en los sinaptosomas, La dependencia de Ca2* ex-
terno, de nuevc, debe ser secundaria, relacionada con el

acoplamiento enue el estfmulo y el proceso de libera-
ciébn,

Comentarios y perspectivos futuras
Toxinas 11-9 y 11-10 da Centruroldes noxius

En este trabasjo se reafirma el valor de las toxinas na-
turales comMo moléculas altamente selectivas y potentes
farmacoibgicamente,

Los efectos opuestos de la toxina 11-10 en el axon y
cn los sinaprosomas indican que debe haber diferencias
entre los canales de Na™ contenidos en el axén v en las
terminales nerviosas. Adn falta detinir si estas diferen-
cias son estructursles, pero Jo que sf resulta claro es
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que la interacgion de la toxina i1-10 alters en forma
opucsta el funcionamiento de los canales de Na* conte-
nidos en estas dos regiones de la célula nerviosa. Desde
este punto de vista, resulta interesante et hecho de que
1a toxina ‘‘larga” 11-9 {qQue presenta una alta homologfia
con la toxing “"larga’” 11-10) fuese inactiva on ol axény
so comportara de tormar Casi paraleia s 1a toxina 11-10
en sinaptosomas, Es materia de experimentos furutos el
determinar 3i estas toxinas scran capaces de desenmeas-
carar poblaciones de canales, propias de las terminasles
nerviosas.

La toxinas “‘largas’” 11-9 y 1110 de C. noxius, a dite-
rencia de otros farmoacos capaces de aumentar la por.
meabilidad al Na* (como la monensina o la veratrina),
dependen de la presencia de Ca2* externo para evocar
fa liberacion de GABA de sinaptosomas. La veratridl-
nal17} v la monensinat?2) jumentan la liberacién de
GABA cn ausencia de Ca?* externo.

Otra caracteristica distintive es Que tanto la veratrk
na como la moanensina son mas eficaces que las toxinas
11-9 vy 11.10 de C. noxius. tanto para aumentar la per-
meabilidaad ai Na* (Fig. 3), como para evocar ia libera-
cibn del neurctrasmisortl7? ¥ 22},

Estas diterencias podrian ser indicativas del vacia-
miento de diterentes pozas de! neurotrasmisar libera-
ble.

Uns de las principales perspectivas futuras de ests
traba)o es averiguar si las toxinas ‘‘largas’’ de Cantrurol
des noxius son capaces de evocar la liberacidn de neu-
rotrasmisores desde una poza soluble o vesicular. Como
el GABA liberado proviene preferenciaimente dei com-
portamiento  citosdhicold?, este estudio se ampllard
caracterizando la liberacion de encefalinas endbgenas
{localizadas en vesiculas) sinaptosomales, en respuesta
a las toxinas de C. noxius y a otras farrnacos, Esto per-
mitird comparar jos patrones de liberacion, bajo dife-
rentes condiciones experimentales, de un neuroctresmi-
sor liberado de vesiculas con los ya obtenidos de la 13-
beracion de GABA,

Noxlustoxing

Entre los pocos bioqueadores de los canales de K*
husta ia fecha conocidoes, 1a NTX parece ser la mas po-
zente; en 1os iNIpProsomas su EDso para evocar la llbe-
racidn de GABA es 2.9 nM, mientras que la 4-AP ro-
qQuiere concentraciones Inicromolares para evocar libe-
racidn de neurotrasmisores!24). En ol axén, la NTX
tiene una K4 de 300 nM para disminuir la corriente de
K*15} mientras que la 4-AP y el tetraetilamonio (oo
farmaco conocido como oloqueador da lot canales de
K*{2), son activos sobre las corrientes de K* dei axén
a concentraciones milimolares.

Aunque la NTX y 1a 4-AP se comportan como blo-
queadores de 10s canales de K* e inducer liberacién de
neurotrasmisores, existen ciertas diferencias en sus efec-
105, por ejemplo, su eficacia para evocar la liberscidn
de neurotrasmisores es diferentel23, 24}, 15 4 AP s
incapaz de aumenczar la liberacién de neurcirasmisores
en una preparacidén despolarizada con K* aito (20 mM)
(24} mientras Que la NTX suma su efecto liberador sl



evocado por K* 15 mMI23) (o5 experimentos de Bart-
schat v Blaustein!3) sugicren 1a presencia de diferentes
poblaciones dc canales de K* en las membranas sinap-
tosomales, Las diferencias entre los efectos de la NTX
v la 4-AP podrian indicar que estos dos farmacos estan
interaccionando preferencialmente con diferentes po-
blociones de canales de K* o que emplean diferentes
mecanismos para reducir la permeabilidad al K *,

Son pocos los farmacos gque se conocen como blo-
queadores especificos de los canales de K*. Para poder
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entender las funciones mediadas por la nueva “familia’’
de canales de K* que se ha comenzado a descubrir, la
caracterizscion de “‘herramientas experimentales” co-
mo ta NTX, es de valor primordial.

En resumen. !a caracterizacién de los mecanismos
da accidn de nuevas toxinaz naturales, sobre distintos
eventos involucrados en ia trasmisidn nerviosa {corrien-
tes, flujos iOnicos, liberacion de trasmisores, etc.), abre
nucvas perspectivas en el entendimiento de 103 procesos
moleculares que determinan {a funcidn neural.

Este trabajo ha sido reallzado con el spoyo adicionsal de co-

nativos

CONACYT v de la Fundocion R. J. Zebads (B.C.H.),
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Noxiustoxin, A Short-Chain Toxin from the Mexican Scorpion
Centruroides noxius, Induces Transmitter Release by

Blocking K+ Permeability

Maria Sitges," t+ Lourival Domingos Possani,"

“Instituto de tnvestigaciones Biomédicas
FTinstituto Mexicano de Psiquiatria, Mexnco DF

Noxiustoxin (N'1'X), a 39 amino acid peptide purified from the
venom of the Mexican scorpion Centruroides noxius, has been
shown to block voltage-dependent K * currents in the squid giant
axon (Possani et al,, 1982; Carbone et al.. 1982). Although sev-
eral other drugs known as K+ channel blockers in the squid
axon also act on isolated nerve lermmnh to produce an increase
int ] T these r cffects have not been shown
to be related to a decrease of K* permeability in synaptosomes
(Vizi et al,, 1977; Tapia and Sitges, 1982). In thix work we show
that NTX increa~es *H-G ABA release from perfused mouse hrain
synaptosomes. This effect was not blocked by T'TX. Cu?* chan-
nel blockers (verapamil or Co’*) or the absence of cxternal
Ca?* prevents the releasing effect of this toxin. NTX does not
seem to induce transmitter release by directly increasing Ca*~
permeabllity: The K- ionophore valinomycin completely inhib-
its the release induced by NTX, as well as that evoked by the
K* channel blocker d-aminopyridine: in contrast, the release
evoked by a Ca’* ionophore is not blocked by vulinomycin.
These findings strongly suggest that the releasing effect of NTX
is mediated by a decrease in K+ permeability. External Ca?- is
needed only in order to couple this stimulus with the refease
process. Consistent with this hypothesis, we present evidence
that NTX blocks the eflux of “Rb* from synaptosomes. An
extended comparison of the effect of 4-aminopyridine with that
of NTX is also reported.

Neurotoxins from several sources. including those trom scor-
pion venoms, have proved to be valuable twools for neurobio-
logical studics (Catterall, 1982; Couraud and Jover, 1984: Nar-
ahashi, 1974). Recently, several toxins from the venom of the
Mexican scorpion Cenrruroides noxius Hotimann, have been
purified and their amino acid sequences determined (Possans et
al,, 1981, 1982, 1985). These arc basic polypeptides with a
molecular weight of approximately 7000: some, like noxiustoxin
(NTX), are short-chain polypeptides with a molecular weight
of about 4000. NTX has been studied on the voltage-clamped
squid axon, in which it specifically depressed potassium per-
meability {(Carbone et al., 1982).

Drugs like 4-aminopyridine (4-AP) and tetracthylammo-
nium, known K-° channel blockers in the squid axon, also act
on nerve terminails to increase transmitter releasc. Howeve
their releasing effect has not becen shown to be related 10 a
decrease in K+ permeability across the synaptolema (Armsirong
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and Binstock, 1v6eS, bundh et ol 1976 Tapa and Sitges. 1982
Vizr et all, 19770 Yeh et al, 1976). Here. we show that NTX
increases the release of labeled GABA from perfused mouse
brain synaplosomes. We have characterized this acuon by
studying how s affected by the ron composttion of the medium
or by the presence of other drugs that modify specific 1on perme-
abilities. Our results andicate that the releasing eflect of NTX
in duc 10 a reducuon of K* permeabitity 1in svnaptosomes.

Materials and Methods
Rodoase capersmen?s

In cach expenment the brains, without the cerebeilums, of % adult albino
mice (O strain) were used to oblasn a punified synaptosomaul traction
following the method of Hajos (1975 with shight modifications. The
method used to load synapiosomes with labeied GABA and to study
1ts release has been described previousty (Tapia and Sitges, 1982). Bnef-
Iy, ahiquors (0K my proteint of the final synaptosomal pelict resuspended
10 deatrose (0032 <) were incubated (10 man) in the uptake medium
(127 mae NaCL 118 mae KH.PO,. 3,73 mas MCL L8 ma CaCl, 1,18
ma MySO,, 20 my NaHOO,, 5.6 ma dextrose, aminooxyacctic acid
0.1 ma, "TH.GABA 0.83 uCi. 0.5 us fina) concentration: the medium
wias bubbled with O.:CO,, 95:5, o give pH 7.3). 'H-GABA-loaded
synaptosomes (0.2-0.3 mg protein} were placed on Millipore filters (0.6 3
sm)lying on perfusion chambers aligned in parailel. The uptake medium
was washed out, and perfusate fractons (0.5 ml) were collected by
poistalue pumping at | ounoantervals, After 6 man a4 test Mmedium was
substituted for the minasl control medium. The readioazctivity released
i each vollected Iraction and that remaining 1n the hlters at the end
ot the expenment was counted 1in Trtosol (Fricke, 1975). The release
of tabeled GABA per minute was expressed as the percentage of the
wtal radioactiv ity present in the synaptosomes at the heganning of the
poifusion e o the rudioacuvity released duning 12 min of pertusion
pius that remaimmg in the nlter at the end of the expenment)
Experiments to study the etfect of NTX on the release (lcakage) of
the noatransmitter a-amino isobutyric acid (AlB) were carned out by
the sume procedure as GABA, eacept that 2.5 uCr of "H-AIB (22 us
finah) was substututed for the labeled GABA 1n the uptake medium.

Pertuston media

The composition of standard Ringer’s medium (SR M) used to perfuse
the synaplosomal preparaton was (mws) NaCl 1270 KH.POL 1.18:
KO 373, CaCl, b MeSO,, 1180 NabH OO 2o dextrose, 112, and
W% BSA Anminvosyaccetic aad, UL ma was present to block GABA
moetabohism The hnal pH was adiusted to 7.4 by gussing the medium
with O :CQ, (95:5, vol/vol).

The GrABA -reteasing effect produced by NTX was first studied wath
regard 1o als dependence on the presence of external Na and Ca ions.
The etlect of NT X was also tested vn the presence of Na- or ('’ channel
blockers. Na--{ree media were prepared by substituting NaCl tor choline
and NaHCO, for Tris buller, keeping the pH at 7.4, Ca?'-free media

red by excluding this ion from standard Ringer’s and adding
A TTX. 0.5 usm. was uscd to block Na' channels. In order
© channels, low concentrations of verapamil (20 um) or Cod

10 block Ca
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Figure I. Eﬂ'cc‘l of NT\ on the resting relcase of GABAL A, Synnp-
ded with labeled GABA and perfused as described in
Malcnnlsand Melhods A6 mun {arrow), the standard, |
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Figure 3. Relecase of GABA cvoked by NTX in the presence of TTX
and in the absence of external d A. Sy were perfused
with SRM (®) or with SRM conuaining 0.5 um TTX (O) NTX (0.1 jam)
was added to these perfusing media from min 6 (arrowhead) to min 12,
&,

Ringer's medium (SRM) was rapidly substituted by the same medium
(@) or by a SRM contining 0.1 um NTX (O). '*H-GABA release, in this
and in the following h;ures. is expressed as the percentage of the total
radioactivily present in the synaptosomes at the beganning of the per-
fuslon (sce Matenals and Methods). Results are mcans = SEM of 3

exper 8. NTX dose-response plot. Sumulated re-
icase is expressed as the difference between the percentage tolal radio-
activity released in the presence of NTX and in the absence of NTX
Total radivactivity refers to the total label contained 10 synaptosomes
at the beginning of the perfusion. €', Scatchard plot of the stimulated
release evoked by increasing concentrations (3—100 nm) of NTX. For
8 and C, results are means of 4 independent eapenments. SEM shown
in 8.

(replacing Ca’") were present in the medaa. The role of K* permecability
on the etfect of NTX was studied using synaptosumes perfused with a
SRM containing 1 ug/mi of the K* ionophore vahinomycin. In order 1o
compare the effect of NTX in the presence of valinomycin with the
cflects of the K° channcl blocker 4-AP (20 um) or the (Ca?* ionophore
A-23187 (5 mwm). these drugs were also tested in the presence of vahi-
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Figure 2. Passive leakage of *H-AIB in the presence of NTX or high
concentrations of external poussium. SH-AlB-1caded synaptosomes were
perfused with SRM. At 6 min {(arrows), the SRM was substituted by
the same medium (A), by SRM containing 0.2 um NTX (8), or by a 50
mm K+ depollmuu medium (). Results are means + SEM of 4 in-
dependent experiments.

were perfused with SRM (@) or with a modified SRM
n whnch Na- was replaced by choline (O), NTX was added as indicated
in 4. Results (expressed as a percentage of *H-GABA in synaptosomes
before perfusion). arec means = SEM of 3 independent expenments.

nomycin. Experiments were designed to study the combined effects of
NTX and a depolarizing high-potassium (15 mw) perfusion medium,
substituting K* for an equimolar concentration of Na‘. The combined
actions of NTX and veratnne (2.5 ug/ml) and of NTX and 4-AP (I
mm) on GABA relecase were also studied.

Rubndtum cffiux

Expenimental procedures were similar to those used to study the release
of GABA. Svnaptosomes were resuspended 1in SRM (2.5 mg synapto-
somal protein/mil), preincubated 5 min, and incubated in the presence
of *Rb* (1.5 =~ 10* cpm/ml) for 20 min. Aliquots (250 x1) from this
suspension were placed in microporous nliers and rapidly washed 3
times with 5 ml of cold SRM. This preparation was perfused until a
constant *Rb° «iflux was attained, before testing the effect of NTX.
Perfusate tractions were collected every 30 sec. **Rb* effux s ex;

as the percentage of the total radiocactivily present in synaptosomes at
the beginning of the perfusion.

NTX tfraction I1-11 from the venom of C. noxius Hoflmann) was
puntlied according to Possam ct al. (1982). Other 1oxins from this ven-
ora, [1-9.2.2 and 11-10. were punficd according to Possani ct al. (1981).
2.3-*H- BA (specific aclivity 34.7 Cvnmol) and a-methyl-3H-AIB
(spccific activity, 2.2 Ci/nmol) were oblained frum New England Nu-
clear. *Rb- (spccific activity, 0.24 Ci/amol) was from Amersham. Ve-
ratrine hydrochloride, TTX, 4-AP. valinomycin, aminooxyacetic acid,
and the calcium ionophore A23187 (cal. no. 7522) were from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO). Verapamil HCl was a gift of Knoll
Laboratories (México, D.F.).

Results

Effect of NTX on resting release of GABA

Synaptosomes were perfused with SRM and then exposed to
the same medium containing various concentrations of NTX.
There was no observable delay in the onset of the response (Fig.
14). A dosec-dependent increase of labeled GABA release was
observed. Maximal stimulation was obtained with SO0 ng/ml
(0.1 um) NTX (Fig. i8): higher concentrations produced the
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Figure 4. Inhibition of the relcasing cflect of NTX in the absence of
externat Ca’* or in the presence o il or Co*". Sy

perfused with SRM (@, contrel). SRM 20 um it
{O. in A4), SRM Ca?*-free containing 50 um EGTA (&), or with 2 SRM
in which Ca’* was replaced for Co?* (O, in ). In all cases. 0.1 um NTX
wes added a1 6 min (arrow). Each point is the mean of 3 experiments =
SEM.

same responsc. An ED,, of 2.9 nm NTX was calculated from
the Scatchard plot of the dose—response data (Fig. 10).

Figurc 2 shows that the passive lcakage of a nontransmitter
amino acid. AIB, from nerve terminals is not altered by the
presence of NTX nor by chemical depolarization (50 mm K<)

Efiect of NTX nthe presence of TTYX and in the

absence of external Na*

Although the presence of TTX in the perfusing medium de-
creases the resting release of GABA, it doces not atiect the relcase
evoked by NTX (Fig. 34); nor can the absence of external Na*
completely block the NTX releasing effect (Fig. 38).

Dependence of the effect of NTX on external < a’* and

Ca’* permeability

In the absence of calcium (50 um EGTA) in the perfusion me-
dium, NTX did not increase the release of labeled GABA. Also,
the substitution of cobalt for Ca’* or the addition of a low

concentration of verapamil (20 un) 10 the medium blocked the
release induced by this toxin (Fig. 4).

Suppression of the NTX eflect by increasing K- permeability
Although the presence of valinomycin, 2 K* ionophore, in-
creases the resting GABA release. 1t completely blocks the re-
lease evoked by NTX (Fig. 54). Also 4-AP, a putative K- chan-
nel blocker., was ineffective in cvoking release in the presence
of this ionophore (Fig. 55}, In contrast. the relcase of GABA
elicited by 2 calcium ionophore (A-23187) was not altered by
wvalinomycin (Fig. 5O).

Effect of NT'X and $-AP on *Rb~ efflux

Experiments were carried out allowing the efflux of **Rb* from
synaptosomes to reach a steady state (10—15 min perfusion).
Under this condition, addition of NTX (0.2 um) rapidly de-
creased Rb- efflux to less than 10% of the resting value. Also,
4-AP (200 um) drastically inhibited Rb* permeability (Fig. 6)

. 76
Vol 6, No. 6, Jun. 1988 °

A

RELEASE
-

GABA

3 0 0 ] E-aar

Figure 5.  Modificati of the rel of *H-GABA e'lokcd by NTX,
4-AP, and A-23187 in the of the K* i

Synaptosomes were pcrfuscd wﬂ.h SRM (®) or with SRM conuumn;
ug/ml at 6 min these media also contained
0.1 yumae NTX (,A) SOuM 4-AP (B), and S um calcium ionophore A-23187
{C). Each point is the mcan of 3—3 cxperiments,

" \-boﬁa‘-‘.’
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Figure 6. Effect of NTX and 4-AP on “Rb* efflux from synaptosomes.
Filter holding **Rb*-locaded synaptosomes were transferred 1o parallel
perfusion chambers and superfused with SRM. At the ume indicated
by the arrow, SRM was substituted by a SRM conuining 0.34 um NTX
{®) or 200 um 4-AP (O). Resulis are <« as a per of the
to1al rad ivily co d in the sy
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Figure 7. Combined cffects of NTX or 4-AP and veratrine. Synap-
tosomes were perfused with the SRM and at 6 min thc SRM was

i d as fc A. SRM 0.1 um NTX (@). SRM con-
taining 2.5 ug/ml veratrine (O). or SRM containing 0.1 usm NTX plus
2.5 ug/ml veratrine (A). B, SRM containing 20 um 4-AP (@). SRM
containing 2.5 ug/ml vesairipe (O), or SRM containing 20 um 4-AP plus
2.5 ug/ml veratnne (o). Results are means = SEM of 3 independent
cxpenments.

Independent experiments were carried out as a control of the
spontancous relcase of *Rb- for as long as 30 min. The platecau
after 1|0 min remained, showing that the eflects of NTX or 4-AP
were not artifactual (data not shown).

Combined effects of NTX and veratrine

At doses of NTX and veratrine producing nearly half-maximal
eflects. their combined actions chicited a releasing response close
to the sum of their separate contributions (Fig. 74). Similarly,
an additive cffect was observed between 4-AP and veratrine
(Fig. 78). When these experiments were performed using doses
of veratrine evoking the maximal response, NTX or 4-AP did
not further increase the stimulated release of GABA (data not
shown).

Comibuned ctfects of NTX and 4-AP
When NTX and 4-AP were tested at doses producing maximal
effects. the release of GABA evoked by 4-AP was higher than

that evoked by NTX. Their combined maximal effccts were not
additive: The relcase of GABA in the presence of both was

-
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Figure 8. Combined cffects of NTX and 4-AP on '"H-GABA rcleasc.
Synaptosomes were with the SRM. and at 6 min it was sub-
stituted by a SRM containing 0.2 um NTX (@), | mm 4-AP (O), or NTX
plus 4-AP at the indicated concentrations (4). Each pointis the mecan =
SEM of 3 independent experiments.

NTX-Induced Transmitter Releasa and K* Permeability
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Figure 9. Combined effects of NTX and high K- (15 mm) on *H-
GABA reicasc. Synaptosomes were perfused with the SRM, and at 6
min SRM was substituted by SRM containing 0.1 xa NTX (@) SRM
containing 15 mm K* (O). or 15 mm K* Ringer's containing 0.1 um
NTX (o). Each pointis the mcan = SEM of 3 experiments.

betwesn that produced by NTX or 4-AP alone (Fig. 8). At lower
4-AP doses, the combined action of NTX and 4-AP always
resulted in a releasing responsc, lower than that cvoked by 4-AP
alonc (data not shown).

Effect of NTX in the presence of high concentrations of
external potassium

The cflect of NTX on chemically depolarized Synaplosomes was
studied by adding this toxin to a perfusing medium containing
15 mm K. The releasing effect of NTX (0.1 um) was super-
imposed on that produced by the depolarizing medium (Fig. 9).
Synaptosomes depolarized in S0 ma cxternal K* released 6
times more *H-GABA than 15 mas K- or NTX alone, and the
addition of NTX did not further increase this release (data not
shown).

Discussion

We have shown that the cxposure of synaptosomes to NTX
purified from C. noxius venom rcsults in an enhanced release
of preloaded labeled ncurotransmitier. In contrast.. NTX did
not increase the release of the nontransmitter amino acid *H-
AIB. This difference shows that NTX acts on the physiological
mechanisms involved in neurotransmitter release and does not
have an indiscriminate effect promoting the leakage of synap-
tosomal contents. 1t is noteworthy that the cffecuve doses of
NTX in the axon (K, = 300 nm) (Carbone et al., 1982) and in
synaptosomes (ED,, = 2.9 nm) differ widely. In addition, the
delay of several min 10 the onset of NTX action on the squid
axon was not observed in the synaptosomal preparation. These
differences could be expilained by a difference in the access of
NTX to its receptors in cach of these preparations.

The releasing effects of many scorpion toxins, including some
from C. noxius (Table 1), are mediated by an increase of Na*
permeability that is blocked by TTX. The results given in Table
1 show that toxins 11-9.2.2 and {I-10, both long-chain toxins

Tabie 1. GABA rel ked by C.

toxins in the presesce
of TTX or veratrine

Evoked rclcase (%)

NTX 11-9.2.2 1110
Scorpion loxins (0.1 um) (0.2 um) {0.2 um)
S<Tx aloner 92 = 11° 92 = 14 111 = 21
SCcTax -~ TTX (0.5 um) 89 =~ 22 o 9 =3
ScTx + veratnine
2.5 ugm) (71 = 11) 183 = 15 297 = 32 298 =+ 31

Evoked release is expressed as a peroentage of the resting controd vajues,

= Scorpion 1ox1ns (ScTx) were 1es1ed cither alone or together with TTX or veratrine.
Veratnine (2.5 ug/ml) alone stimulated release by 71 = 11%, and TTX alonc
slightly decreased (30 > 6%) the resting value.

“SEM cak from 34 expenments. .
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from €. noxius venom. atfect GABA elcase from synaptosomes
in a similar way as those from Tuvies serrtdatus and C. sieffisus
suffusus (Couraud et al., 1982, Coutinho-Netto ot al., 19803, in
contrast. the etfect of NTNX was not blocked by TN indicating
that NTX does not induce GABA selease through the actiy ation
of TTX-seasitive Na-® channels. However. the releasimg action
of NTX appeared 1o depend on the sodium gradient and the
sodium cqutlibrium potential, which are reversed i Na--{ree
media. since the absence of external Naooreduced the effecin e
ness of NTX.

The release of GABA induced by NTN was blocked in the
abscnce of extermal or by the presence of Ca™
antagoaists. This observaton mdn..uul that a Ca - anflus through
verapamil or cobalt-sensitive Ca’ channels maight be darectly
induced by the 1oain or otherwase required for the release process
tnggered by NTX.

The latter posstbility —that NTX can intuiate the release pro-
cess by a mechanism diflerent from direct acuvauon of Ca’
channels—1s supported by the fact that this toxin decreases K-
permeabitlity in the voltage-clamped squid axon (Carbone cratl .
1982). In order to test if the release of GABA evoked by N'T'N
was tnggered by a reductuon of K permceability . synaptosomes
were treated with valinomycin to increase their permeabihity to
K- ions. In the presence of this K* ionophore. the relecasing
action of NTX was completely blocked. Also. the release of
GABA evoked by 4-AP, a drug that blocks the K* conductance
in the presynapnce ternunal of the squid giant synapse (Lhinas
et al., 1976). was inhibited by valinomycin. In contrast, the
refease evohed by a calcium onophore was not modihed 1in the
presence of valinomycin, makmg 1t unhikeiy that NTX could
act by directdy increasing Ca’® permeability. Fhus, the €
dependence of the releasing effect of NTX appears to be hinked
to the role of this 1on 10 the couphing of stimulus and secretion.
All 1hese resulis, along with direct evadence that NTX (and also
4-AP) blocks ~Rb etflux in the synaptosomal preparation, sup-
por 1the concept that this tovin mmduces release by decreasing
K- permeabiliny.

The etlect of many scorpion toxins that bind to Na' channcls
is potentiated in the presence of steroidal alkalowds ke verat-
ridine, which are also activators of Na® currents (Catterall, 19735,
Krueger and Blaustein, 1980: Ulbricht, 1969). Neither the re-
leasing effect of NT X nor that of 4-AP was potenuated by ve-
ratrine, further supporting the concept that the mechanism ot
action of NTX differs from that of the scorpion toxins acuing
on Na- channels (Tabile 1). However, the observation that the
effects of NTX and veratrine appear to be add:tive suggests that
stimuli mediated through K* and Na- channels arse capable ot
acting simultaneously to increase transmitter release.

Although NTX and 4-AP behave as K- channel blockers,
several differences between them have been found. The maumal
recleasing response evoked in therr presence datfers, suggesting
that they might prefcrentially interact wath different populations
of K- channels (Bartschat and Blaustein, 1985: Rogawski. 1985)
or that they could use different mechamisms 1o reduce K* per-
meability. In this regard it is noteworthy that the combined
effect of NTX and 4-AP that we observed can be interpreted
either as negative cocoperativity between them or as competition
for the same sites.

In the squid axon. NTX blocks K* permeability in a v oltage-
independent manner (Carbone et al., 1982), whercas the block-
ade produced by 4-AP is overcome at large depolarizations(Yeh
et al., 1976). Consistent with this observauon is the finding that
while 4-AP is unable 1o increase the release of transmitters in
a depolarized (20 mm K*) synaptosomal preparation (Tapia and
Sitges, 1982), NTX-induced release is observed over and above
that produced by 15 mam external K

Finally, among K* channel blockers, NT X 1s the most potent:
In synaptosomes the ED,, of NTX-induced GABA release is

channel
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2.4 nsg, while 4-AP s required 1 micromolar concentrations
to chicit a measurable release (Tapia and Sitges, 1982). In the
sapnnd axon, NTX has i3 A, of 300 na 1o depress K- permeabidity
(Carbone ¢1 al.. 1982), whercas 3-AP and TEA are active only
in the midhimolar range (Armstrong and Binstock, 1965: Yeh et
al o197 6)

N1 Y acuons have 1o be charactenized 1in more detail using
other techniques and preparations, but what we know about its
mechanism of action on the nerve termanals makes i1t a prom-
sty taod for neurotnological rescarch.
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Characterization of the Actions of Toxins II-9.2.2 and 1I-10
from the Venom of the Scorpion Centruroides noxius on
Transmitter Release from Mouse Brain Synaptosomes

*+Maria Sitges. tLourival Domingos Possani. and *fAlejandro Baydn

wInstituto de Investigaciones Biomédicas and $Centro de Investigaciones oen Ingenicria Gendética y Bioteenologia, Universidad
Nacional Awtdnoma de México: and tl.aborarorio de Newroguimica, Instituto Mexicano de Psiquiatria, México City, México

Abstract: Toxic peptides !1-9.2.2 and 11-10. purified from
Cerntruroides noxius venom, bear highly homolm,ous N-ter-
minal amino acid sequences, and both toxins are lethal to
mice. However, only toxin [1-10 is active on the voltage-
clamped squid axon, sclectively decreasing the voltage-de-
pendent Na* current. Here, we have tested toxins 11-9 and
1I-10 on synaptosomes from mouse brain: both 1oxins
increased the relecase of +~-[*Hlaminobutyric acid
([I’H]JGABA). Their effect was completely blocked by tetro-
dotoxin or by the abse of external Ni®. Also. both toxins
increased Na™ permeability in isolated nerve terminals, Be-
sides the observation that toxin II-9 is active on synapto-
somes. the effect of toxin 11- 10 in this preparation is opposite
to that observed in the squid axon. Thus, our resuits reflect
functional differences between the populations of Na® chan-
nels in mouse brain synaptosomes and in the squid axon.
The release of GABA evoked by these toxins from synapto-

somes required external Ca®* and was blocked by Ca®**
channel blockers (verapamil and Co?*). This latter observa-
tion is in sharp contrast to the releasing action of veratrine,
which evoked release even in the absence of external Ca?*.
Furthermore, the action of both €. rro.xits toxins was poten-
tiated by veratrine, a result suggesting they have different
mechanisms of action. Among drugs that release neuro-
transmitters by increasing Na® permeability. it is notewor-
thy that scorpton toxins are the only oncs vet reported to
have a strict requirement for external Ca®*. Key Words:
Synaptosomes—Release—y-Aminobutyric acid—Scor-
pion toxins—Veratridine—Tetrodotoxin—Calcium chan-
nel blockers. Sitges M. et al. Characterization of the actions
of toxins 11-9.2.2 and 11-10 from the venom of the scorpion
Centruroides noxius on transmitter release from mouse
brain synaptosomes. J. Newrochen: 48, 174517352 (1987).

Various toxins purified from the venoms of African
and American scorpions have been shown to interact
with sodium channels of excitable membranes (Cat-
terall, 1976: Coutinho-Neitto et al.. 1980: Krueger and
Blaustein, 1980; Barhanin et al., 1982: Couraud et al..,
1982: Jaimovichetal., 1982: Mevesetal.. 1982: Wang
and Strichartz, 1982). These toxins are basic polypep-
tides of ~ 7,000 daltons. The complete, or the N-ter-
minal amino acid, sequences of several of them have
been determined to reveal high degrees of homology
(Rochat et al., 1979: Possani, 1984), which could ac-
count for their functional similarities.

Several toxins purified from the venom of'the Mexi-
can scorpion Cenrruroides noxius (Possani et al.,
1981) have becn shown to belong to this peptide fam-
ily. by both molecular weight and primary structure.

Toxins [1-10 and 1I-9 from this venom have been
tested on the voltage-clamped squid axon: The former
decreased the peak Na* current, whereas the latter was
ineffective (Carbone et al., 1982, 1984). Because sev-
eral toxins from other scorpion venoms have been
shown to increase Na* permeability (Krueger and
Blaustein, 1980) and transmitter release in synapto-
somes (Coutinho-Netto et al., 1980; Couraud et al.,
1982), we decided to test the effect of toxin I1-10 on
Na* permeability and transmitter release in synapto-
somes using y-aminobutyric acid (GABA) as a model
transmitter. Toxin I1I-9 was also tested in this prepara-
tion. Our results show that, in contrast to the squid
axon, both toxin II-9 and toxin I[I-10 increase GABA
release and Na” permeability in mouse brain synapto-
somes. These results indicate that Na®* channel-inter-
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acting scorpion toxins (ScTxs) may have different ac-
tions on the populations of Na* channels of these two
preparations.

DMATERIALS AND METHODS

Materials

Toxin 11-9 (the same as toxin 11-9.2.2) and toxin [[-10
from the venom of C. noxius were puritfied according to the
method of Possani et al. (1981). [2.3-’'H]JGABA (spec. act..
34.7 Ci/mmol) was obuiined from New England Nuclear
(Boston. MA, U.S. A and **Na* (spec. act., 13 mCi/mmol)
was from Amersham (Arlington Heights, [L. U.S. A). Vera-
trine hydrochloride. tetrodotoxin (TTX). valinomycin, mo-
nensin, and aminvoxyacetic acid were from Sipma Chemi-
cal Co. (St. Louis, MO, U.S.A.). Verapamil-HCI] was a pift
of Knoll Laboratories (Mexico. D.F.).

Release experiments

Purified synaptosomal fractions from the brains of adult
albino mice (CD1 strain) were obtained by a slight modifi-
cation of the method of Hajos (1975). Synaptosomes were
resuspended in glucose (0.32 3/) and !oaded with labeled
GABA. Rclease was studied using a superfusion procedure
previously described by Tapia and Sitges (1982). In brief.
0.8 mg of synaptosomal protein was incubated (37°C) in S
ml of uptake medium (127 m.s NaCl. .18 mAf KH.PO,.
3.73 mAf KCL 1.8 mM CaCl:, 1.18 mAf MgSO,, 20 m.As
NaHCO,, 5.6 m.M/ glucose, and 0.1 mAf aminooxyacetic
acid, pH 7.4, containing ["H]GABA, 0.83 uCi: finul concen-
tration, 0.5 p.Af). Loaded synaptosomes (0.2-0.3 myg ot pro-
tein) were transferred to Millipore filters Iving on multiper-
forated perfusion chambers aligned in parallel. The radioac-
tivity not incorporated into the synaptosomes was washed
out by perfusion with a standard Ringer’s medium (SRM:
sce Perfusion media). After the washout period, perfusate
fractions were collected at 1-min intervals (0.5 mi). At min
6, the medium to be tested was substituted for the initial
control medium. The radioactivity released in cach col-
lected fraction and that remaining in the filters at the end of
the perfusion experiment were counted in Tritosol (Fricke.
1975). The radioactivity released under these experimental
conditions has been shown to be at least 907 GABA (Tapia
and Sandoval, 1974; Lopez-Colomé et al., 1978). The re-
sults of the release experiments are expressed as percentages
of the total radioactivity released/min (towal radioactivity
was the radioactivity released during the 12 min ot perfu-
ston plus that remaining in the flter at the end of the experi-
ment).

Perfusion media

For testing of their effect on GABA release, toxin I11-9 and
toxin 1I-10 were added to a SRM. The composition of this
perfusion medium was (in m.\): 127 NaCl, 1.18 KH,PO,.
3.73 KCI, 1.8 CaCl:, 1.18 MgSO,. 20 NaHCQO,, 11.2 dex-
trose, and plus 0.1% bovine serum albumin. Aminocoxyace-
tic acid (0.1 mAf) was present in the medium so that GABA
metabolism was blocked (Tapia, 1976). The final pH was
adjusted to 7.4 by gassing the solution with Oy/CO: (95%/
5% vol/vol). Sodium-free media were prepared replacing
NaCl with chaoline chloride and NaHCO; with Tris buffer,
keeping the pH at 7.4. Ca**.free media were prepared ex-
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cluding this ion from the SRM and adding 50 uAf EGTA.
When indicated, veratrine, T'TX, verapamil. or valinomy-
cin was added 1o the SRM to give final concentrations of
2.5 pp/ml. 05 M. 20 A, and | up/mi (stock solutions of
veratrine and vilinomycin were prepared in ethanol). When
cobalt was present. it replaced Cu?’

Sodium efflux experiments
For slud‘-mt~ the etiect of toxins -9 and [1-10 on Na”

permeability. " Na” etilux experiments were done. The ex-
perimental v.lup and conditions were comparable to those
used in release eaperiments: Synaptosomes (3 mg) were sus-
pended in 1.5 ml of 4 choline-SRM in which 120 m.Af NaCl
in the SRM was replaced with choline-Cl and 20 mAf
NaHCO, with 20 mA Tris, pH 7.4, This suspension was
incubated in the presence of *Na” (25 uCi/m!) for 1 h. Ali-
quots (.4 myg) from this suspension were placed in micro-
porous filters and rapidly washed with a choline-SRM in
which KCI and KH:PO, were omitted. Filters holding
N -loaded <ynaptosames were perfused as in relea; -
periments (0.5 ml/min) and during a 15-min period with
SRM before the ctlect of toxin 1110, toxin 11-9, veratrine,
or monensin was tested. Perfusate fractions were collected
cvery minute \.x umu\ ts gxprcssgd as the percentage of
the total radicactivity content in synaptosomes at the time
of drug addition. Stimulated etflux was calculated as the
sum of etilux values after drug addition (min 16 — min 21)
divided by the sum of efflux values in control experiments
over the same period in the absence of the drug,

Statistics
Student’s 7 test was used for statistical evaluations.

RESULTS

EtTect of toxins 11-9 and I11-10 on GABA release:
dose-response relationships

Figure 1A and B shows a marked enhancement of
the bascline release of GABA 1n the presence of toxin
11-9 or 1-10 (1.5 ug/ml. ~0.2 pAf). Increasing con-
centrations (from 0.15 to 15 up/ml) of these toxins
had progressively larger cffects on GABA release.
However, a reduced response was observed at the
highest concentration (15 ugg/ml) of toxin 11-9. Dosce-
response curves of these data (Fig. 1C and D) show
that at maximal etfect. toxins 11-9 and - 10 stimulated
GABA release over control values by ~220 and
131, respectively. The maximal amount of GABA
released in response 1o . noxius toxins is ~30% of
that induced by veratridine (Levi et al., 1978: Tapia
ctal.. 1983)and — 50% of that induced by 50 mAf K*
(Arias ¢t al., 19843). The calculated EDy, values were
0.40 ug/ml for toxin [1-9 and 0.32 ug/ml for toxin 11-
10 (~60 nAS).

Dependence of effect of toxins 1
external Na” and Na* permeability

The releasing effect of toxins 11-9 and II-10 was ini-
tially characterized with regard to its dependence on
external Na*. When synaptosomes were perfused with

and 11-10 on

P o

o



TRANSMITTER RELEASE BY C.

FIG. 1. Effect of toxins II-9 ang I-10 on
resting release of GABA. Synaptosomes
were loaded with labeied GABA (300 nCi/ A
mg of protein) and pertused as described

in Materials and Methods. At mun 6 (arrow), 3r
the SRM was rapsdiy replaced with the
same medium (®) or by a SRM containing
1.5 ug/mi of toxin 11-9 (~0.2 uM: O in A) or
1.5 ug/mil of toxin B-10 (~0.2 LM O in 8).
The percentage ot [*H]GABA released is
calcuiated as the percentage released/min
of the total radroactivity contained in synap-
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e

8
0
T

tosomes at the beginning of the perfusion
(atter removal by washing of the racioactiv-
ity not incorporated into the preparation),

Data are mean » SEM (bars) values trom (=]
four o five deterrmnations. Log dose-re-
sponse piots of the releasing response
evoked by increasing concentrations (0.5~
15 ug/mil) of toxin 11-9 (C) or of toxin 1-10
(D) are also shown. Percentage release
over controi refers to the radwactivity re-
leased from min 8 to 12 by the inadicated
dose of toxin mMINUs the radicactivity re-

RELE ASED

%wMH-6ABA

lLog x-921|

200

% RELEASE OVER CONTROL

leased during the same period in the ab- F3
sence of toxun. Data are mean = SEM of

{bars) values from four and five indepen-

dent expenments. respectively, for toxins

n-10 anc 11-9.

a sodium-free medium, both toxins were ineffective at
evoking GABA release (Fig. 2A and C). This finding
led us to test if the effects of these toxins were depen-
dent on the availability of Na* channels. In fact, the
presence of the voltage-dependent Na® channel
blocker TTX (0.5 uAf) in the SRM completely in-
hibited the releasing action of both toxins (Fig. 2B
and D).

RELEASED

of~
of
3

3

2

a5 1S 30 130 ugsm
lteg Ix -0}

Effect of toxin 11-9, toxin 1I-10, veratrine, and
monensin on Na” permeability

The efllux of 3*Na” from preloaded synaptosomes
followed exponential kinetics (Fig. 3B). Addition of
the Na* ionophore monensin increased *2Na* efflux
150% over control values (Fig. 3A). Veratrine stimu-
lated efflux by 60% (Fig. 3C), whereas toxins II-9 and
1I-10 only increased it by 45 and 16%, respectively

C

FIG.2. A 10f ther
of GABA evoked by toxins Ii-9 and
11-10 in the presence of TT1X or in
the absence of extermal sodium.
Synaptosomes were perfused
with SRM (®) or with SAM con-
taining 0.5 uM TTX (O in B and D)
;40 or with a modified SRM where Na*
L was replaced by choline (O in A

% 'H-G A B A

and C). Basal release was slightly
D decreased in the presence of TTX
or in the absence of Na“. Toxin Ii-
9 or #1-10 (1.5 ug/ml) was present
in these perfusing media from min
6 (arrow) to min 12. Results are
mean = SEM (bars) values from
three independent expenments.
The percentage of [PH]GASA
releasecd was calcutated as for

‘l'-‘°—<)—o—o_1>_°__.04\t>__°_¢§v - ———0 Fig. 1.

II;\‘D
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FIG. 3. Effect of toxin |I-9, toxin 11-10. veratrine. and monensin
on #Na* etflux. The synaptosomal suspension (1.5 mg/mi) was
loaded with #Na* (25 uCi/mi) tor 1 h, rapidly washed with choline-
SRM, and then perfused with SRM (see Materials and Methods).
From min 16, the SRM contained 10 uM monensin (A), 60 ug/mi
of veratrine (C). 5 ug/mt of toxin H-9 (D), or 4 ug/mil of toxin 11-10
(E). Data are mean ~ SEM (bars) values trom four to six indepen-
dent experiments. Dotted lines are the curves ot the mean values
of control experiments done in parallel chambers (as in B). Na*
efflux is expressed as the percentage of the total radiocactivity
present in synaptosomes at 16 min. The differences in total etflux
in the presence of the drugs compared with the total etflux in its
absence was significant: p < 0.005 (A). p < 0.01 (C). p < 0.05 (D).
and p < 0.1 (E) by Student's t test.

(Fig. 3D and E). Na™ efflux in response to toxin 1i-
9 has a much slower onset than that in response to

veratrine and a longer-lasting effect than that in re-
sponse to toxin 11-10.

Dependence of effect of toxins 1I-9 and 11-10 on K*
permeability

The K* ionophore valinomycin completely inhibits
the releasing action of K* channel blockers (Sitges et

J. Neurochem., Vol 48, Nao. 6. 1947
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al.. 1986). The release of GABA in response to toxins
1I-9 and I1-10 was only partially inhibited when syn-
aptosomes were perfused in the presence of 1 ug/ml
of valinomycin (Fig. 4).

Dependence of effect of toxing 11-9 and 11-10 on Ca®*
permeability and external Cun®*

For testing if the (_ﬁlcl of these toxins depends on
the availability of Ca®* channels. perfusion media
containing cither an organic (verapamil) or an inor-
ganic (cobalt) Ca®' channel blocker were used. The
presence of toxin 11-9 or 11-10 in those perfusion me-
dia was incffective in inducing the release of GABA
(Fig. 5).

The releasing effect of these toxins was also dLPCK‘I-
dent on external Ca®** . Figure 6B and C shows that in
synaptosomes perfused with a Ca®”-free medium (50
unAf EGTA). the effect of toxins 11-9 and 11-10 was
markedly reduced. This is in sharp contrast to the ob-
servation that Na” channecl activators, such as veratri-
dinc (Levi ct al.. 1978) or veratrine alkaloid mixture
(Norris et al.. 1983; Sandoval ct al., 1985), are able to
induce GABA release in the absence of external Ca?*,
even at a dose less than the EDso. which induces a
rclcasmg response similar to that evoked by C. noxius
toxins (Fig. 6).
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¥

n "

2 a 6 8 0 min

FI1G. 4. Modification ot release of GABA evoked by toxins II-3 and
11-10 in the presence of the K* ionophore valinomycin, Synapto-
somes were perfused with SRM (@) or with SRM containing 1 ug/
mi of valinomycin (O). From min 6, these media also contained 1.5
ug/mi ot toxin 11-10 (A) or toxin 11-8 (B). Data are mean = SEM
{bars) values from three to six experiments, respectively. for A
and B. The etfects of the presence of valinomycin in A and B were
significant: p < 0.02 and p < 0.05, respectively. The percentage
of [*HIGABA released was calculated as for Fig. 1.
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FIG. S. Inhibition ot the releasing
eftect of toxins 11-9 and iI-10 in the
presence of verapamil or cobalt.
Synaptosomes were pertused
with SRM (@), SAM containing 20
uM verapamil (O in A and C), or
with SRM in which Ca®’ was re-
placed with Co?” (O in B ana D).

RELEASED
N
T

A C

Basal release was often de-
creased in the presence of Ca®"
channel biockers. In all cases. 1.5
ug/mt of toxin 11-9 or toxin 11-10, as
indicated, was added from min 6
{arrow). Data are mean > SEM
{pars) values from three experi-
ments. The percentage of
[PH]GABA released was calcu-
lated as in Fig. 1.

%'H-6 A8 A

Combined effects of veratrine, toxin 11I-9,
and toxin II-10

The increase of GABA release evoked by 1.5 ug/ml
of toxin I1-9 (0.2 »Af) alone was 130 = 18%, and that
induced by veratrine in a low concentration (2.5 ug/
ml, or 4 4l less than the EDgg) was 72 = 27%. When
both drugs were present in the medium, potentiation
(297 = 32%) of their effects was observed (Fig. 7A). A
synergistic effect (298 = 31%) was also observed with
veratrine (2.5 ug/ml: less than the EDg,) and 1.5 pg/
ml of toxin 1I-10 (Fig. 7B). The interaction between
toxin 1I-9 and toxin 11-10 was studied by perfusing the
synaptosomal preparation with a SRM containing 0.3
ug/ml of toxin I1-10 (less than the ED«) and 0.2 ug/
ml oftoxin II-9 (less than the ED.,). When both toxins
were added simultaneously (Fig. 7C), neither addition
nor potentiation was observed.

DISCUSSION

In this work, we show that the two homologous tox-
ins I1-9 and 11-10 from C. noxius stimulate the release
of GABA from synaptosomes in a dose-dependent
manner. Present evidence indicates that the releasing
effect of toxins 11-9 and I1I-10 is mediated through an
increase in Na™ permeability: Their action is blocked
in the absence of external Na”* or in the presence of
TTX. and both toxins increase **Na* efflux in synap-
tosomes.

The possibility that these toxins could evoke release
by blocking K™ permeability is excluded on the basis
that the release induced by K* channel blockers like 4-
aminopyridine (Yeh et al., 1976) or Noxiustoxin (also
from C. noxius venom; Carbone et al., 1982) is not

affected by TTX and is completely inhibited in the
presence of the K” ionophore valinomycin (Sitges et
al.. 1986). In contrast, the cffect of toxins I11-9 and II-
10 was TTX sensitive and only partially depressed by
valinomycin (Fig. 4).

The possibility that toxin 11-9 or toxin 11-10 could
evoke release by directly increasing Ca®* pcrmgabllny
is also excluded. because the release induced by Ca?*
ionophores, such as A-23187, is not modified in the
presence of TTX or valinomycin (Sitges et al., 1986).
It is likely that the dependence on external Ca®* and
the blockade by verapamil or Co®* of the reicase
evoked by toxin I1-9 or II-10 (Figs. 5 and 6B and C) is
due to the participation of Ca?* in the stimulus-secre-
tion coupling. This has been previously suggested for
the releasing etfect of Tityustoxin (Henriquez and Go-
mez, 1981: Macedo and Gomez., 1982), another Na
channel interacting ScTx.

It is noteworthy that in contrast to toxins 11-9 and
11-10, Na~ channel-interacting alkaloids, such as ve-
ratridine or veratrine alkaloid mixture. can induce
transmitter release even in the absence of external
Ca®* (Levi et al., 1978; Norris et al., 1983; Sandoval
et al.. 1985; present study. Fig. 6A). This difference
might be due to the higher eficacy of veratridine in
increasing both transmitter release and Na* perme-
ability in synaptosomes, compared with these and
other toxins (Krueger and Blaustein. 1980). It has
been proposed that a large Na™ influx increases the
cytosolic Ca®" level from intraterminal organelles
{Baker and Crawford, 1975; Lowe et al., 1976) and,
thus. evokes transmitter releasc. The small increase of

2Na* permeability in response to C. noxius toxins
compared with that produced by veratrine would be

J. Newrochem., Vol 48, No. 6, 1987
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FIG. 8. External calcium dependence of the releasing effect of
toxins 1I-9 and 1I-10 and extemal calcium independence of the ver-
atrine-induced release. Synaptosomaes were perfused with SRM
(®; control) or with Ca?*-free SRM containing 50 uAf EGTA (O).
Concentrations of 2.5 ug/mi of veratrine (A), 1.5 ug/mi} ot toxin i~
10 (8), or 1.5 ug/mi of toxin [1-9 (C) were present in these perfus-
ing media trom min 6 (arrow) to min 12. Data are mean + SEM
{bars) values tfrom three experiments. The effect of the absence
of external Ca** was significant: p < 0.1 (A), p < 0.02 (B), and p
~< 0.05(C).

consistent with this hypothesis. Furthermore, trans-
mitter release from synaptosomes in response to mo-
nensin, which drastically affects Na* permeability
(Fig. 3A), is also independent of the presence of exter-
nal Ca** (Sandoval et al., 1985).

A potentiation of the effects of steroidal alkaloids
and other ScTxs on Na* uptake was previously re-
ported (Catterall, 1980, 1982; Norman ct al., 1983).
On this basis, it was suggested that these toxic alka-
loids and ScTxs have different sites of action on Na*
channels (Catterall, 1975). The effect of toxins 1I-9

J. Neurochem., Vol 48, No. 6, 1957

and II-10 on transmitter release is potentiated by vera-
trine. In contrast, the simultaneous presence of toxins
11-9 and II-10 in the perfusing medium elicits a re-

A

RELEASED

%MH-GABA

. n
z - © 8 T men

FI1G. 7. Combined effects of veratrine. toxin (i-9. and toxin 1i-10.
From min 6, synaptosomes were perfused as follows. A: With
SRM containing 1.5 ug/ml of toxin 11-Q (@), 2.5 ug/ml (less than
the EDy) of veratrine (O), or both (2). B: With SAM containing 1
#g/ml of toxin 11-10 (@), 2.5 ug/ml of veratrine (O). or both (A). C:
With SRM containing 0.2 ug/ml of toxin 11-9 (@), 0.3 xg/ml of toxin
1-10 {O), or both toxins at the previous concentrations (A). Data
are mean > SEM (bars) values from three independent experi-
ments.
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sponsc barely higher than that produced by toxin 11-
10 alone (Fig. 7C). a result suggesting that thesc two
toxins may share the same site of action.

ScTxs have been classified in two groups: « and 8
(Couraud et al., 1982). The binding of « toxins, but
not of @ toxins, to Na* channels is voltage dependent;
only o toxins potentiate the etfect of steroidal alka-
loids on Na* uptake. There is a high degree of homol-
ogy between the N-terminal amino acid sequences of
toxin I1-9 from C. noxius and toxin 11 from Cernerie-
roides suffusus suffisus (Possani, 1984), the latter be-
ing a typical g toxin (Couraud et al.. 1982). In addi-
tion, the binding of toxin 1I-10 of C. noxius to the
squid giant axon is voltage independent (Carbone ct
al., 1982), which is also a characteristic of 2 toxins.
However. the releasing effects of toxins 11-9 and 11-10
are potentiated by veratrine. If this etfect is related to
a potentiation of Na* uptake. their behavior would
correspond, in this regard. to that of an « toxin. Thus,
the present classification may not encompass all
classes of ScTxs.

The blockade of the peak Na® currents by toxin I1-
10 in the squid axon (Carbone ct al.. 1982)is in sharp
contrast with the increase in Na*® permeability in-
duced by this toxin in synaptosomes. Indeed. in the
former preparation, the effect of TTX was the same
as that of toxin II-10. whereas in the svnaptosomal
preparation, TTX blocked the toxin-induced release.
Carbone et al. (1984) have found that at high concen-
trations (>2 ug/ml). toxin 1I-10 also increases and
prolongs the Na'-maintained conductance. However,
with synaptosomes. even the lower dose of toxin I[I-10
still stimulates GABA relcase.

For the squid axon. two populations of Na” chan-
nels have been postulated: one related to the fast, the
other to the maintained Na* conductance (Matteson
and Armstrong, 1982: Carbone et al., 1984). Our re-
sults on synaptosomes could indicate that synapto-
somal membranes are enriched with Na* channels of
the maintained type. Also. the lack of effect of toxin
11-9 on the squid axon and its action on synaptosomes
suggest differences in the populations of Na* channels
contained in the membranes of molluscan axons and
mammalian nerve terminals.
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Organi zacibén de la Discusidn General.

En vi sta de que en cada uno de los trabajos presentados se in—

cluye la discusidn de los resultados del trabajo respectivo, en esta
discusidén general de la tesis, sSlo comentaré algunos puntos que,
por las caracteristicas de las publicaciones formales, no fueron dis—
cutidos en el las.,

Después de presentar por separado una parte en donde se discute
el papel del C a2t en la liberacién de neumtra;'\smisores v otra en
donde se discuten los alcances vy limitaciones de la estrategia emple—
ada en los trabajos de esta tesis, finalizo con un apéndice titulado
" Ewventos moleculares Que participan en el proceso de liberaciébn de
neurctransmisores', en el que ejemplifico, con alguncs hallazgos
i lustrativos, otros eventos moleculares que empiezan a ser conside—
rados en el proceso de liberacidn de transmisores. Este apéndlice
estd eecrito con objeto de ampliar el panorama conceptual de los me-—
cani smos de liberacidén de transmisores, para no limitarme a los
relacionados con los canales presinapticos, que aunque explican el
trabajo experimental de esta tesis, soOlo dan cuenta, de forma un
tanto simplificada , del mecanismo responsable del primer evento
(la-despolarizacién) , que tras una serie de mecanismos, a nues—

tros dias obscuros, culmina en la liberacidén det neurct r ansmisor.,
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DISCUSION GENERAL Y COMENTARIOS

En los estudics que presenté en la parte de "Desarrollo Experi—

mental’, se caracterizaron las acciornes de algunas de las toximas pu—

rificadas del veneno soluble del alacrdn mexicano Centrurocides noxius

sobre la liberacidn de GABA, como ejemplo de transmisor, en sinap—

tosomas; pero antes de iniciar esos estudios, hice experimentos pre—

liminares con la fraccidén té&xica o fraccidén Il del veneno de C. noxius

que considero pertinente discutir a continuaci&n: La fraccibn tSxica

del veneno de Centruroides noxius corresponde apraximadamente al

63% del veneno soluble total, considerando a &éste constituido por las

fracciones I, II vy [II (ver figura 2 de esta tesis). Esta fraccibdn t&—

xica (II), estd constituida por 14 péptidos (ver figura 3) entre ellos,
las toximas homdblogas de cadema larga [I-9 y II—10 y la toxina de ca—

dena corta II-11 © noxiustoxina, todas inductoras indivudualmente de la

liberacién de GABA en sinaptosomas ("Desarrollo Experimental™).
Cuando apliqué la fraccibdbn II a una dosis de 19.5 yos/m™, ésta indujo
un aumernto en la liberacidén de GARA de sinaptosomas, semejante a

la maxima respuesta gue se obtiene con cada ura de las toxinas puras

II-9, [I-10 & NTXX por separado (figura 17). Resulta curioso que, iNn—

dependientermente de cual sea su Mmecanismo de accién, tanto las to—

xinas [[-9, II-10 & II-11 como la fraccién Il completa(que ademds
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de estos 3 péptidos contiene a los otros 11 pé€ptidos), todas aumentan la
liberacibn del transmisor con uma eficacia similar. E1l1 hecho de que la
fracciédn II Nno sea Nt Mas Ni Mmenos eficaz para estimular la liberacién de
GABA que cada una de las 3 toximas puras estudiadas, no se debe a sus
diferentes proporciones en la fracciédn II ni a las diferencias de potencia
entre ellas. Aunque tomemos en cuenta que la toxina [I-10 corresponde
al 7.8% de la fraccidn I, la toxima [I-9 al 18.4% vy la NT>X al 3. 1% (RPo—
ssani y col. 1981¢c) y aunque considerermos que la NTX es més poterte —
para inducir la liberacibdn de GABA (EDsp 3nM, 0.01 ug/ml) que las toxi
nas II—-9 & II-10 cuyas dosis efectivas medias para inducir la liberaciédn —
fueron de 60 N (0.4Fg/ml), a la dosis de fraccién Il probada (19.5 g/
ml) cualquiera de las 3 toxinas se encontraba en una concentracibdn tal -
que producirfa respectivamente su méxima respuesta sobre la liberacibn

de GABA.

Otro hecho que Mmerece consideracién es el siguiente: Ern—
tre las toxinas contenidas en la fraccibdn II algunas resultaron letales,
otras té&xicas y otras no tuvieron efecto cuando se inyectaron a rato—
nes a una MmMisma dosis (Possani y col. 1981c). Las toxinas II-9, [I-10y
NTX cuyos efectos sobre la liberacidn de GABA en sinaptosomas de
ratdn caracterizarmos, perternecen a las toxinas cuya iryeccidn resul—
t6 letal. Entre las toxinas que resultaron téxicas a esa dosis se ern—

cuentr~a la II-14. La secuencia de aminodcidos de la toxina II-14 pre
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senta cierto grado de homologla con las toxinas largas II-9 y [I-10
(figura 4) cuando Menos en su porcidn amino terminal y también es
una toxina de cadena larga. Cuando esta toxina se probd sobre la li-
beraciébn de GABA en sinaptosomas también la estimuld (figura 18)
su efecto fué bloqueado en presencia de tetrodotoxina lo que sugiere
que posiblemente también esta toxina, coTo las toxinas de caderna lar
ga I[I-9 y II-10, actue mMmediante un aumento de la permeabilidad al

Na+ por los canales sensibles a wvoltaje; pero lo que resulta interesan
te es advertir que la concentracidn necesaria de taxina I[I-14 para irn—
ducir una respuesta de liberacibédn de GABA es mucho mayor que la
que se necesita para inducir liberacidn del transmisor con las 3 toxinas
1l etales (I1-9, 1I—-10 y II-11). Aunque serla arriesgado proponer que
estos mecanismos son los responsables del efecto del verneno de los es
corpitones en el animal caompleto, este tipo de correlaciones resultan

sugerentes.

La respuesta méaxima de liberacibn de GABA provocada por
cada una de las toximas puras ((I-9, 1I-10, II-11 v II-14) probadas por
separado es del &6rden de la provocada con la fracciédn Il y menor que
la respuesta rMmaxima que induce la veratridina o la alta concentracibdn
de |<+ en el flufdo extracelular. La estimulacidn miaxima de la libe—
racibén de GABA en respuesta a las toxinas de C. noxius (o a la frac—
cibdn II) es de alrededor del 30% de la respuesta méaxima a veratridi-

na (Levi y col. 1978, Tapia y ¢ol. 1985) y como del 50% de la respues



puesta mdéxima a <t SO MM (figura 17). A la fecha no se sabe si
las diferentes eficacias para evocar liberacitn de transmisores, obte
nidas con diversos tratamientos son o rno indicativas de por ejemplo
la secrecib6n desde diferentes posas liberables. Estas diferencias pa
recen Nno estar relacionadas con el azar ya que son reproducibles y
muy pronunciadas. No obstante su elucidacidn requeriria de la rea—
lizacibdn de experimentos sis"ermatizados encaminados a responder a

ese punto especificamente.

Elucubrando un poco en el sentido biolégico, cabrla pregun
tarse 4LPara qué un escorpibn que produce su venerno para defenderse
de sus predadores, necesitarlfa contener en €1, diversos tipos de toxi—
nas que ejercieran el mismo efecto reto (aumento de la’liberacibn de
transmisores) con eficacias similares. En este sentido se antoja es—
pecular que la versatilidad de los mecanismos de accidn de los diferen
tes péptidos contenidos en el veneno, garantizarf{a la eficacia de la
defensa ante diversos predadores, esta especulaciédn lleva impllcita la
suposicidn de que los carnales i6nicos contenidos en las mermbranas de
las diferentes especies de predadores presentan diferencias entre ellos.
Estas diferencias podrian ser estructurales o de distribucibédn de cana—
les. El modo de accidén opuesto de la toxina II—-10 en el axbé4n gigante
del calamar y en los sinaptosomas de mamifero parece apoyar indirec

tamernrte estas ideas. Desde este mismo punto de vista es interesante
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subrayar que algunas de las toxinas de escorpiones han sido etiqueta—
das camo "Insectotoxinas®' (Grlshl'n Yy col. 1980, 1981), como toxinas
de "mamlferos" (Possani y col. 1984), etc. Estas diferencias emplri

cas frecuentemernte usadas en la literatura, requieren un poco de refle

xién.

E£n Neurobiologla estamos acostumbrados a emplear, e inclu
so buscar mMmodelos biolbSgicos que nos pertmitan realizar una serie de
estudios que serlan imposibles, desde el punto de vista experimental,
en otras preparaciornes. Por ejemplo: las células nerviosas gigantes,
los axones gigantes y las terminales gigantes de moluscos han sido am—
pliamente usadas para conocer los canales ibSnicos involucrados en la
transmisidn nerviosa (Kandel 1980). Los hallazgos en estas preparacio—
nes han sido muy valiosos porque pensamos que los principios biolSgicos
que rigen a los procesos celulares son comurnes en el curso de la -esabo
cibn de las especies. No obstante la wvalidez indiscutible de este concep
to, cuando pasamos a amalizar moléculas importintes biolbgicarmente,
vemos que existen diferencias importantes entre especies. La insuli
na o la hemoglobina que han sido secuenciadas en diferentes especies
son un ejemplo (Zudkerkandl 1868, Schroer y col. 1983). A pesar de
la correspondencia en muchos de los residuos aminoidcidos u homolo
glas entre las moléculas de hemoglobimna de: Humanc , gorila, cerdoy

caballo (que incluso no son especies tan alejadas filogenéticamente), se
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ha encontrado que al comparar la secuencia de aminoicidos de la ca-
dena beta de la hemoglobina humana con la de la cadena beta de gori-

la, hay una diferencia de un sélo sitio, pero difiere en 17 sitios

con la de caballo (Zuckerkand 1968). El canal de Na+t no puede ser

analizado desde este punto de vista ya gue a la fecha no se conoce

su secuencia de aminoidcidos. Pero si se han realizado numerosos

trabajos encauzados a su purificacidn, lo gue nos permite actualmen-—

te saber que éste tiene un peso molecular aproximado de cuando me-

nos 250 000. El peso molecular reportado para el canal de Na+t pu-

Electrophorus electricus es de 270 000
(Norman ¥y col. 1983, Miller y col. 1983),

rificado de membranas de

Y el peso molecular del

componente que une saxitoxina purificado de sarcolema de masculo

esqguelético de rata es del orden de 300 000 (Barchi y col. 1980).

No obstante el desconocimiento de la estructura molecular de los ca-

nales de Nat de diferntes especies, las diferencias funcionalmente

opuestas gue exhiben los canales de Nat*t de sinaptosomas de ratdn

Y los del axédn del calamar no hacen tan arriesgado suponer la exis-—

tencia de posibles diferencias estructurales en ellos: La toxina
IX-10 purificada del veneno de (C. noxius gque aumentd la permea-—
bilidad al Na+ asicomo la liberaciion de GABA en sinaptosomas de

cerebro de ratdn, disminuyd la permeabilidad pico al Na+ en el

axdon gigante del calamar (Carbone y col. 1982, Sitges y col. 1987).
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Valoracién de la estrategia exp-:~umental.

Los Fundamentos de la estrate~—

gla experimental Que nos sirvib para sugerir los mecanismos de accién

subyacentes a los efectos de las toxinas de Centruroides noxius sobre

la liberacidén de GABA, puede ser (Gtil para estudiar el modo de accidn

de otros FArmacos o toxinas Que ejerzan efectos sobre la liberacién de

neurcotransmi sores.

El empleo de la estrategia experimental propuesta para estudiar el
modo de accidn de un nuevo farmace, permitiria saber si al camibio en
la liberacibn de transmisores inducido por el farmaco en cuestidn, sub-~
yvace algién cambioc de permeabilidad idnica. No obstante, es {'mportante
subrayar que el cambio en permeabilidad iénica no excluye la accidn del
FArmmaco en cuestidén sobre otros componentes relacionados con la serie
de eventos moleculares que deben desencadenarse tras la semnal despola—

rizante (ver apéndice I).

El encontrar que un fdrmaco bajo estudio conduce a una despolarizacién

interaccionande o alterando el comportamiento de alglin tipo de canales

Ltonicos es per se de gran valor : algunas toxinas naturales como la

tetrodotoxina, la saxitoxima o la tityustoxina , por interaccionar selec—

tivamente y con gran afinidad con el canal de Nat han servido para
purificarlo , lo que ha necho posible empezar a conocerlo desde el pun—

to de wvista quimico (Agnew y col, 1978, Catterall 1982, Norman y col.
1983).
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Ot ra toxina natural que ha servido para purificar a un componen—
te mol ecular involucrado en la comunicacidn nerviosa es la alfa—bun—
garotoxina que se une especificamente al receptor de acetilcolina (Do-—
lly v col. 1979). El poder contar con este tipo de sustancias altamente
especificas permiti r__-zi en un futuro no Muy lejancg, aislar otros ele—
mentos involucrados en la comunicacidn nerviosa, entre ellos canales

; o ;
iénicos como los ce Ta?t o ic.

A

v posiblemante incluso subpo—

blaciones o diferentes tipos e o

osinle Que anire las toxinas
naturales cuyos mazcanismos o acecidn alnm son Mmotivo de debate o no
se han realizado (os experimentos suficientes o pertinentes para esta—
blecerlos, hawva algunas Que resolen de Tran valor en este sentido.

La caracterizacidn d¢ los crfectos de una toxina o farmaco bajo es—
tudio sobre diferentes manirfestaciones de la actividad neural en diferen—
tes preparaciones v con diferentes avordajes experinsntales (antre
ellos estudios de vnidn —"'Dinding’'—) @s lo Que Nos perm:ite  suponer
su alta selectividad scbre alzslin coempoenante molecular involucrado en la
comuni cacidn nerviosa pero a la vez nos permite convertirla en una he—
rramienta farmacoldgica experimental gque puede ser de gran utilidad
para entender los macanisrmos moleculares supyacentes a la misma
funcidén de la comunicacidn ~ar i0sa.

Dentro del contexto de averiguar los eventos moleculares que se

suceden tras la cespolarizacidn y que culminan en la liberacidén del trans—



misor, el estudio de los mecanismos de accidn de las toxinas u otros
FArMmacos neurovactivos sobre el evento generador de la senal (despola—
rizacién de la membrana por diferentes causas) no es sufici ente. Este
debe ser ampliado, sometido a condiciones que den luz de su efecto sobre
algurno de los pasos subsecuentes en la cascada de eventos moleculares
que se generan entre la sefal (despolarizacidn ) y la respuesta celular
(i.e. liberacidén del transmisor). Con objeto de aclarar estas ideas
me he permitido anexar el apéndice I que se encuentra en la paginaioas
en el que mencionrno algunos hallazgos ilust rativos relacionados con

otros eventos moleculares que parecen participar en el proceso de libe—

racifén de neurot ransmisores.
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El Calcio v la Liberacion de Neurotransmisores.

Independientemente de cual sea el mecanismo generador de la
despolarizacidn (disminucidn de la permeabilidad al K* ,aumento de
la permeabilidad al Na+ , aumento en la concentracidn extracelular
de K+ , impulso eléctrico, etc.), cuando la membrana presinaptica
se despolariza, los canales de Ca2+ sensibles a voltaje se abren an-
te el cambio de potencial de la membrana y dan acceso al ca2+ extra-
celular que sigue su gradiente electroguimico, aumentando asi la
concentracidn de Ca2+ intraterminal. Por la hipStesis del caz2+
(pg 53) el aumento en la concentracidn de Ca 2+in£raterminal a ex-—
pensas del ca2+ externo, dispara la liberacidn del neurotransmisor.
No obstante esta hipotesis, gue da cuenta de numerosas evidencias
experimentales, es importante subrayar gque en experimentos In wvitro
(donde la composicidén del Ringer gue hace las veces de fluido ex-—
tracelular puede modificarse a voluntad), algunos firmacos como :
la veratridina (Levi y col. 1978), la veratrina (Norris y col. 1983,
Sitges y col. 1987), la monensina (Sandoval y col. 1985) & la
={ -latrotoxina (Meldolesi y col. 1984), sigﬁen siendo eficaces para
evocar la liberacidn de los transmisores estudiados (GABA, dopamina,
Metionina encefalina), en ausencia de Ca2+ externo. Estas evidencias
de liberacidn de neurotransmisores en condiciones de ausencia de

...Ca2+_externo, .sugieren la posible existencia de otros eventos
moleculares responsables de disparar la liberacidn de transmiso-
res, diferentes a aguellos promovidos por la entrada de ca2+ a

través de los canales de CaZ2+ sensibles a voltaje.
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Para explicar la estimulacién de la liberacién de neurotransmisores
i nducida por algunos farmacos en condiciones libres de Ca2t exterro,

+
se ha propuesto que el an secuestrado en los organelos intratermina—

les pasa a aumentar la concentracién intraterminal de Ca2t libre en

respuesta a dichos farmacos (Adam-Vizi y Ligeti 1984, Heinonen y col.

1984, Norris y col. 1983, Sandoval y col. 1880). Algunos autores han

sugerido Que el aurmento en los niveles de Na¥t intracelular rmoviliza

Cae+ desde pozas intracelulares (Lowe y col. 1976, Sandoval v col.

1985). Desde este punto de vista es interesante recordar que la veratri—

na que resultd Mmucho mas eficaz que las toxinas 11 —-8.2.2 y [1-10 de! ve—

neno de Centruroides noxius para aurmmentar la permeabilidad al Nat en

sinaptosormas, induce liberacién de GABA independientemente de la pre-

sencia de Ca2+ en el medic extrasinaptosomal, mientras Que las toxinas

largas [I-3 vy II-10 son incapaces de incrementar la liberaciSn de GABA

en ausencia de Ca2+ externo (ver pags. 83 y BS; figs. 3 y 68). Es posible

que esta diferencia se deba a Que la cantidad de Na+ permeabilizada en

respuesta a las toxinas de C. noxius (II-9 v 1I-10), no sea suficiente pa-—

ra promover la salida de Ca2t desde los organelos intraterminal es,

Una explicacién adicional de la estimulacién de la liberacién de GABA

por verat rina en ausencia de Ca2+ externo podria ser la siguiente: En

ausencia de Ca2+ exterro, el Nat podria entrar a la terminral por los ca—

nales de Ca2+ estirfmul ando la liberacidn por medioc dal sistema adicional
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Na+ dependiente sugerido especifFicamente para GABA (Arias y col. 1984);

va que tanto la estimulacidén de la liberacién de GABA inducida por el
EGTA como la inducida por veratrina, ambas en ausencia de Ca2+ exter—

no ,son inhibidas por bloqueadores de los canales de ca=t (Arias v col.

19884, datos no publicados). $Sin embargo , debe ser subrayado Que sola—

mente la liberacién de los neurotransmisores "

"clasicos" como:el GABA

(Levi v col. 1978 ,Sitges y col. 1987), la dopamina (Sando-al ., col.

1985) © la acetilco!l ina (datos mo publicados obtenidos en el 1l aboratorio
del Dr. Tapia) se.ma demostrado qQue es estimulada con drogas como

1la veratrina o la monensina en ausencia de Ca2+ externo. Esto pondria

en duda la explicacién adicional, ya que el EGTA ro fué capaz de inducir

la liberacién de dopamina o de acetilcolina en ausencia de ca2t extermro,

R : 2+
mientras que la veratrina o la monensina en ausencia de Ca externo

siguen estimulando la liberacidén de acetilcolina y de dopamina respectiva—

mente .

Un hecho que merece atencidén, es que a diferencia de los neurotrans—

misores ''‘clasicos" la liberacidén de ! as sustancias neurcactivas de natu-—

raleza peptidica estimulada con veratridina (o con veratrina) requiere de

la presencia de O32+ en el medio extracelular (Drouva y col. 13882).

Estas diferencias en los procesos de liberacidrn que se ponen de manifiesto

con ciertos Farmacos estimuladores de la liberacidn de neurotransmisores.
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(veratridina, monensina, EGTA) sugieren que muy probablemente exis—
tan dif erencias en los Mmecanismos moleculares que controlan los pro-—
cesos de liberacién o secrecién de las distintas moléculas neurocacti—
vas. Su mani festacién rMmediante herramientas experimentales con di-—

f erentes Mmecanismos de accidn aun espera ser aclarada.

Actualmente, la explicacidn que irmplica la participacién del ca2t

secuestrado en los organelos int raterminales para explicar la libera—
cidn de transmisores en condiciones de ausencia de Ca2t externo, ya

comienza a Ser puesta en duda por algurnos autores que cuestionan el

papel del Ca2+ como Unico segundo mensajero en los procesos de se—

crecién (Meldolesi y col. 1984), Ademas de esta posiciémn hay estudios,

también recientes, aparentement e motivados por encontrar una explica—

cién al papel del Ca?t en los procesos de secrecidn. En estos estudios

se relacionan proteinas tales coamo cinasas,fosfolipasas, proteasas y o

productos de su actividad (diacilglicerol, araquidoniato, prostaglandinas,

1 isoderivados, etc.) con los procesos de secrecién.Hay evidencias de

que algunos de estos sistemas jueganm un pap el determinante en los
eventos de literacién de transmisores { ver apéndice I).

1 ntentos en este senti do han sido realizados en la preparacifén sinaptoso—

mal (Bradford v col. 1883, Moskowitz y col. 1983, Valencia y col. 1885)

vy aunque el campo es relativagnente nuevo € posible Que permita llegar

a una concepcibén Mmas acertada de los rmecanismos Gue determinan la comu—

ni cacién Mmediada por mensajeros quimicos.
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Es indudable que aun resta mucho camino por recorrer para poder
comprender y conocer en su totalidad la serie de eventos moleculares
que se suceden en la presinapsis v culminan en la liberacién del trans—
misor. No obstante, también es i ndudable el progreso del conocimiento
en este campo. Parte de él, gracias a la existencia de'herramientas
Farmacolbgicas experimentales" de alta selectividad y gram potencia
con las que podemsas eliminar contribuciones funcionates del sistema,

1o que nos permite desenmascarar y © estudiar otras.
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APENDICE 1,

Eventos moleculares que participan en el proceso de liberaciédn _de

neurotransmisores.

Hay evidencias que sugieren la participacidn de algunas enzimas
en la serie de eventos moleculares que deben desencadenarse entre

el aurmento de Ca2% jntraterminal v la liberacidn del nmneurotransmisor.,

Estas enzimas i ncluyen tanto a fosfolipasas (Bradford y col. 1883,
Moskowitz v col. 1983), cormo o proteasas (FREJeNick & col. 198% N
© a cinasas (Kaczmarek 1987) cuyas actividades dependen de Ca2+.
Bradford y colaboradores [19$83) encontraron que la despolarizaciédn
de sinaptosomas de cerebro de rata con alto <t asi como el tratamiento
con A 23187 de los mismos, inducen un aumento de la actividad de
fosfolipasa Ay (PLAL) enddgema vy que 1a estimulacidn de la liberacidén
de catecol aminas con KT alto se inhibe oen presencia de innibidores de
la actividad de la PLA,. Esta enzima que depende de Ca2+ para activarse,
cataliza la hidrdlisis de la unidén ester en posicidn 2 de los fosfolipidos,
La importancia de esta enzima en los procesos de secrecidn reside en
su capacidad de generar lisolecitina (entre otros lisoderivados) y acido
araquiddnico. Este Gltimo, es el precursor de las prostaglandinas (PG).
El tratamiento de los sinaptosomas com <t alto aurmenta los niveles de

araquidoniato, PGEp v PGF 5 sinaptosomales. La PGEz disminuye la

liberacién basal de SH-noradrenalina, mientras que la PGF oc v la lisolecitina
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1 a esti mulan ,cuando se administran exfégenamente a sinaptosomas.,

Con estos hallazgos se ha sugerido que el aumento en el Ca2+ int ra-—

terminal, activa a la F’L_A2 Yy Que algunos de sus productos ( lisoleciti—

na, PGE,, PGF 5, , araquidoniato) modulan la neurosecrecién,
Otra interpretacién de la participacién de la PLA, en los procesos

de li beracién de neurotransmi sores ha sido propuesta por Moskowitz

y colaboradores (1983), quienes caracterizaron la actividad de esta en—

Zzima en vesiculas sindpticas de cerebro de bovino, ¥ encontraron que

depende de ca2t y tiene un piH Sptimo de S. La Vi ,, de la PLA, ce

bovine se aumenta con PGF 5, mientras que disminuye con PGE . En es—

te mismo estudio los autores encuent ran Que el aumento en la V ax de la

PLA, de las vesiculas sindpticas de bovino, correlaciona con la agre—

gacidn, lisis y posiblemente fusién de las vesiculas sindpticas (monito—

rean la agregacién con técnicas de dispersién de luz, contraste de fases

v microscopfa electrénica). La agregacidén de las vesiculas en respuesta

ala F'-"GF'Z,>< © a calmodulina (en presencia de Ca2+) disminuve
cuando preincuban las vesiculas con inhibidores de la fosfolipasa Ane
Estos autores sugieren que el Ca2t que entra tras la despolariza—
cibén de la terminal presinaptica, debe activar a la PLA2 de las vesicu—
las sindpticas uniéndose directamente a la enzima o a la calmodulina.
Kleith v col (1981) demostraron que la proteina que constituye a la PLA,
presenta una regién que une ca2* v Wong v Cheung (1978) encontraron
que la calmodulina estimula la actividad de PLA,.
Mozikowitz (1983) sugiere que la lisolecitina que induce fusidn de

mermbranas propiciaria la exocitosis del neurotransmisor. Las pros—
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taglandinas , cuyo precursor es el acido araquidénico que resulta de la

actl vidad de PLAz, partici pando como moduladores de la tiberacidn del

neurotransmisor,

Con estas nuevas perspectivas de los procesos de liberacidén se anto—

ja hipotetizar una explicacién de la participacién de los 2 componertes

que constituyen a las toxinas presinipticas de serpientes (ver pag. 34):
El componente con secuencia de aminodcidos distinta a la de la fosfolipasa

Ae, es posible que naga las vecces de despolarizante , mientras que el com-—

ponente con secuencia de P LA,, garantizaria el aumento de liberacidn det

neurotransmisor. Las evidencias de SBradford y col. (1983) demuestran

que la actividad de PlLAg esta involucrada en la serie de eventos molecula—

res que se desencadenan tras la despolarizacidn de las terminales nervio-—-

sas: El bloqueo de la actividad de PLA, inhibe la liberacidn de catecola—

minas evocada por despolarizactdn.,

Otra enzima cuya participacién ern |os procesos de liberacién de

neurotransmMisores ha sido demostrada es la proteina cinasa C. La

acti vidad de esta enzima, muy abundante en el sistema ner-wioso

centtral, comparativamente con otros tejidos, depende de Ca2+, de

diacilglicerol (DG) v de un amroiente lipidico. Se ha demostrado que
la acti vacién de esta enzima con agonistas del DG tales como los
esteres del forbol, aumentan la liberacitm de neurcotransmisores

(Publicover 1885, Eusebi 1986). Entre los sustratos de la protetna
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cinasa C, se encuentra el canal de Nat voltaje dependiente (Costa y
Catterall 1984). Con base en evidencias tanto electrofisiolégicas co-—
.mo bioqufmicos , citadas en la revisidén de Kaczmarek, este autor
propone que la proteina cimasa C, actua regulando a los canales i6-—

nicos y asi controla la cantidad de neurotransmisor liberado, Otro

t rabajo relacionado con la participacidn de esta cinasa C en los pro—
cesos de secrecién es el de Valencia v colazoradores (1985): En ter—
minales Nmnerviosas de hipotalarms, estos autores encuentran Que la se—
crecidn de ILHRH (hormorna liceradora de la hormona luteintzante) asi
como de PGEg, se estirfmula con esteres de! frorbol, mientras que el
diacilglicerol (DG) estimula la lineracidén de PGEp perc no la de la
LHRH. Solamente en presencia de urn inhibidor de la lipooxigenasa,

el DG es capaz de estimular la liberacién de amas (PGEgs y LHRH),
Con estos datos ellos sugieren que la activacié4mn de la proteina cinasa

C estimula la liberacién de cste neuropéptido y que algunos metaboli—~
tos del acido araquiddnico deoer estar inhitiendo la secrecidn de LHRH.
El DG tambi én debe estar activando

ia Formacidén de productos del ara—

qQuidoniato que inhi ben la liberacicon de LHRH.

No me extenderé mas en este sentido ya que los trabajos de las

toxinas de Centrurvides noxius Que aparecen en esta tesis, no

contermplan estos aspectos, aunqQue he encontrado recientermnente

que la liberacién de GABA inducida con las toxinas 1I1-9 y II-10



de _C. noxius, asi como la inducida con veratrina, son inhibidas
en presencia de un inhibidor de la Fosfolipasa As. Esto abre nue—

vos horizontes para abordar otros aspectos relacionados con
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el estudio del mecanismo molecular de la liberacién de neurotrans—

misores evocado por estas herramientas experimentales.

No obstante las evidencias de que esas (y otras) enzimas v/o
los productos de su actividad, tienen algdntipo de participacién
en los procesos de secrecidn de neurotransmisores, es necesario
esperar a que experi mentos Futuros, disequen y eluciden su tipo
de partici pacién. No sabemos acerca del curso temporma 1 de los
eventos que se suceden , ni de las posibles diferencias de estos
eventos molecul ares en las diversas preparaciones (células se—
cretoras en cultivo, linfocoitos, plaquetas, terminales nerviosas)

que han sido estudiadas. Sin embargo, este panorama hasta la fe—
cha burdo y c@nFuso, abre nuevas rutas para estudiar los eventos
mol eculares que determinan los procesos de secrecidn y entre

el los la liberacién de neurotransmisores.

v
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APENDICE

HERRAMIENTAS FARMACOLOGICAS EXPERIMENTALES

Actualmente contarmos con una serie de FArmacos y toxinas de
origen natural cuyos mecanismos de accidén han sido armpliamente
establtecidos, lo que las ha convertido en herramientas farmacoldgi—
cas experimentales,

Entre las herramientas Gtiles para caracterizar y/é dilucidar
mecanismos de accibén de nuevas sustancias Que alteren la liberacién
de neurotransmisores se encuentran las empleadas en los trabajos de
esta tesis. Con el propdsito de fFacilitar su manejo las enlisto a con—
tinuacidn incluyendo en esta lista a las toxinas de Centrurvides
Nnoxius caracterizadas en los trabajos que presento.

En la figura 19, se esqQuematizan sus estructuras (omito las

f&rmulas de aquellas que tienen naturaleza peptidica).



a voltaje: VERATRIDINA (VERATRINA)
TOXINA 11-9 de C, noxius
TOXINA 11-10 de C., noxius

2, Disminuir la permeabilidad al K" mediante los carales de K;
NOXIUSTOXINA de C. noxius
4-AMINOPIRIDINA

11, IONCFOROS QUE AUMENTAN LA LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES
A TRAVES DE:

1, Aumentar la permeabt lidad al Na+ , Independientemente de los canales de
Na sensibles a voltaje: MONENSINA,

2+

2. Aumentar la permeabilidad al Ca  , independientemMnte de los canales de
Ca?t sensibles a voltaje : A-23 187,

11, Toxinas que bloquean la liberacién de neurotransmisores evocada por aumento

en la permeabilidad al Na (através de la apertura de los canales de Na sen-
sibles a voltaje): TETRODOTOXINA,

1V, lonéforo que inhibe la liberacién evocada por disminucién en la permeabilidad
al K{a través del bloqueo de canales de Kt VALINOMICINA, '

V., Los antagonistas organicos e inorgénlcos de los canales de Ca2+ como el
VERAPAMIL y el COBALTO, inhiben la liberacién que promueve la
despolarizaclén evocada por dlversas causas (l.e. aung_ento en la permea~

bilidad al Na+, disminuciém en la permeabilidad al K'),

[, FARMACOS O TOXINAS QUE AUNMENTAN LA LIBERACION DE NEUROTRANS~
MISORES A TRAVES DE:

l. Aumentar la permeabilicad al Nat mediante los canales de Na+ sensibles

1o
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