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I. INTRODUCCION. 

En Neurobio1ogía varias mo1écu1as neurotóxicas producidas por 

diferentes especies tanto de p1antas como de anima1es, han jugado un 

pape1 importante. Los estudios neurobio1Ógicos en donde se repor­

tan a1teraciones inducidas por toxinas de origen natura1 son muy 

variados; están rea1izados en diferentes preparaciones con diversos 

abordajes experimcntaies. Esto no es sorprendente, dado que un gran 

número de toxinas natura1es, cuyos mecanismos de acción han sido 

estab1ecidos, interactuan con diferentes componentes mo1ecu1ares di­

rectamente invo1ucrados en 1a comunicación nerviosa. En consecuencia, 

este tipo de interacciones se ref1ejan en varios nive1es de1 funcio-

namiento de1 sistema nervioso. Por ejemp1o, a1gunos de 1os péptidos 

contenido~ en e1 veneno de1 a1acrán mexicano Centruroides noxius 

a1 ser inyectados a anima1es de 1aboratorio 1os matan en unas cuantas 

horas después de ia presentación de síntomas neurobio1Ógicos (Po­

ssani y co1. 1981 c), y a1 ser ap1icados a una preparación de axón 

gigante de ca1amar a1teran se1ectivamente 1as corrientes iÓnicas 

de su membrana (carbone y coi. 1982). 

En estudios e1ectrofisio1Ógicos en e1 axón gigante de1 ca1amar, 

·-·-a:si ··como ·en fibras nerviosas o múscu1o esque1ético de anfibio, se ha 

encontrado que varias toxinas natura1es, a1gunas de e11as procedentes 

de venenos de escorpiones, a1teran de diferentes formas 1as corrientes 
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de Na+ de sus membranas (Schwarz y co1. 1973, Gi11espie y Meves 

1980, Wang y Strichartz 1982, Meves y co1. 1982, Jaimovich y coi. 

1982, Lazdunski y Renaud 1982, Carbone y co1. 1984). 

Las preparaciones de axón gigante, múscu1o esque1ético 

ó fibras nerviosas, permiten por su tamaño, 1a co1ocación de 

e1ectrodos con 1os que se pueden registrar, cambios en 1as co­

rrientes iÓnicas de sus membranas en respuesta a a1guna manipu-

1ación experimenta1. En especia1, 1a preparación de1 axón gi­

gante de1 ca1amar ha sido exitosamente usada en estudios e1ectro­

fisio1Ógicos: de1 aná1isis de 1as corrientes iÓnicas de 1a 

membrana de1 axón gigante de1 ca1amar, se originó e1 mode1o de 

"dos cana1es" (uno de Na+ y otro de K+ que exp1icaba 1as bases 

iónicas de1 potencia1 de acción (Hodgkin y co1. 1949, Hodgkin 

y Hux1ey 1952 a, 1952 b, 1952 c, 1952 d). Durante mucho tiempo 

se pensó que dicho mode1o bioeiéctrico de 1a membrana era ap1i-

·Cab1e a todas 1as membranas de 1a cé1u1a nerviosa. Actua1mente, 

además de 1os cana1es de Na+ y K+ de1 axón, se ha encontrado 

otro tipo de cana1es ai estudiar 1as membranas de otras regiones 

de 1a neurona. Esto ha sido posib1e gracias a que ei sistema ner-

vioso de 1os moiuscos cuenta con neuronas de gran tamaño y gang1ios 

que exhiben sinapsis gigantes. La disección de estas estructuras 

"gigantes" ha permitido estudiar 1as corrientes iÓnicas de regio-

- -nes -neurona1es-·ta1es como ei soma o ias termina1es nerviosas me­

diante métodos e1ectrofisio1Ógicos. Estos estudios, han dado 

1ugar a1 concepto de mu1ticana1es que considera a 1os cana1es 
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i 6nicos que en estas preparaciones han podido conocerse (Kandel 1 980). 

Así, además de las corrientes i6nicas de Na+ y K+ de los axones y l'l­

bras nerviosas, en el cuerpo neuronal de moluscos se han encontrado 

otras corrientes i6nica~ adicionales (Hagivvara y col. 1 961, Connor y 

Stevens 1 971 a, 1 971 b, Neher 1 971, Meech 1 974, Gerasi mov y col. 

1965, Geduldig y Ju nge 1 9GB) y en las terminales nerviosas, lasco­

rrientes de Ca2+ han cobrado importancia • En vista de que et desarro-

1 to experimental de esta tesis está. realizado en terminales ner"\.liosas, 

a continuación mencionaré brevemente esta parte de la hist orla elec-

t rof isiol6gica : 

Be.ker y colaboradores (1 971) encontraron que en el ax6n gigante 

del calamar, un potencial de acci6n sólo es capaz de movilizar una 

pequeña cantidad de Ca2 + a través de canales sensibles a voltaje y 

selectivosparaCa2+. Según Katzy Miledi(1967a, 1967b, 1969)estos 

ca.na.les de Ca2 + del axón, sólo fungirían como acarreadores de car­

ga (corno el Na+ o el K+), mientras que en las terminales nerviosas 

deberían servir para. perrni tir el acceso al Ca2 + que juega un papel 

importante en la liberación de transmisores por lo que deberían ser 

mucho mas abundantes en esta región neur-onal. Para explorar esta 

hip6tesis, Katz y Miledí (1 967a, 1 967b, 1 969) estudiaron ta participa­

ci6n de los iones : Na+, K+ y Ca2 + en la li beraci6n del neurotrans­

misor en la sinápsis gigante del calamar, que por su tamaño permitía 
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1a inserción de 2 e1ectrodos en 1a presinapsis: uno de estimu1ación 

-y e1 ~t:r::o de ;regist:z:o, a.demás de un _el._ectrod_o de registro en 1a post­

:-sinapsis. Con ayuda de antagonistas se1ectivos de 1as corrientes de 

Na +y 

Ca2+ 

de K +, e11os pudieron corre1acionar 1a corriente entrante de 

con e1 proceso de 1iberación dc1 neurotransmisor. Empl.eando 

esta misma preparación, Ll.inás y co1aboradores (, 976b, 1 981 ) hicie-:-

ron contribuciones importantes re1acionadas con 1a dinámica de1 aco­

-p1amiento entre 1a entrada de ca2+ y l.a 1iberación de1 transmisor. 

E11os demostraron que 1a aparición del. potencia1 excitatorio en 1a 

-fibra postsináptica se ve precedido de una corriente entra te de ca 2 + 

a 1a terminal. presináptica. 

La función de l.a membrana de1 axón o de 1as fibras nerviosas 

es 1a conducción de1 impulso nervioso mediante movimientos de cargas 

a través de sus canales iónicos, mientras que 1a función de 1as 

terminales nerviosas es la emisión de seña1es a través de 1a 1ibera­

ción de mensajeros químicos. En vista de que 1a función de dichas 

estructuras es diferente, es posib1e que l.os canal.es insertos en 

1as =embranas de 1as terminal.es presinápticas, exhiban diferencias 

-funcional.es al. comparar1os con l.os del. axón. 

No obstante 1a importancia de l.os estudios e1ectrofisiol.Ógicos 

en 1as termina1es nerviosas aisladas de mo1uscos, en diichos estudios 

1a cantidad de neurotranSmisor liberado no se mide directamente, sino 

:mediante 1a ampl.itud del. potencia1 registrado en la postsinapsis. Ade­

más de esta preparación sináptica de mo1usco que por sus dimensio-. 
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libera.ci6n de mensajeros qu(rnicos o neurotra.smisores contarnos 
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con la preparaci6n de termina.les ne rviosa.s aisladas de sistema ne.!: 

vi.oso central de rnam(Fero, que nos permite a través de un abordaje 

bioquímico detectar directzu-nente al neurotra.srnisor liberado. 

En estudios neuroquírnicos en terminales nerviosas aisladas 

de sistema nervioso central de rnnmíferos se ha encontrado que algunos 

de tos péptidos neurot6xicos contenidos en los venenos de los escorpicnes 

Tityus serrulatus o Centruroides suFFussus, estimulan la liberaci6n 

de neurotransmisores (Coutinho-Netto y col. 1 980, Couraud y col. 1 982). 

La evidencia experimental indica que los canales i6nicos 

contenidos en las membranas de las diferentes regiones neuronales 

(sorna, axones, te rrninales) están distribuidos en di fe rentes propor-

cienes o incluso son de di fe rentes tipos. Por este motivo no es 

posible hacer extrapolaciones totalmente conFiables de los hallazgos 

obtenidos en una región particular de la célula nerviosa corno por 

ejemplo el ax.6n, a otra región de la misrna (i.e. terrninales ner­

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

pasamos de uno a otro Filurn (moluscos vs. mam(feros). 

Como algunas toxinas de escorpiones han dernostrado aFe..s: 

tar- distintas maniFestaciones Funcionales (corrientes i6ni.cas, liberaci6n de 
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transmisores) de diversas regiones neuronales, y con la evidencia de 

que entre los péptidos contenidos en el veneno del escorpión 

truroides noxius que fueron letales al ser inyectados a ratones, 

algunos inhibieron selectivamente las corrientes iÓnicas de Na+ y 

K+ del axón gigante del calamar, mientras que otros no ejercieron 

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

mos ampliar la caracterización biológica de estos péptidos estu­

diando su posible acción sobre la manifestación funcional (libera­

ción de transmisores) de las terminales nerviosas del sistema ner­

vioso central del ratón. 

Las terminales nerviosas purificadas de cerebro de mamífero 

conocidas como sinaptosomas actualmente pueden ser aisladas por 

métodos bien estab1ecidos (De Robertis 1961, ltajós 1975, Dodd y 

coi. 1981). Sin embargo, en las membranas de estas terminales no se 

ha podido demostrar la presencia de canales iónicos mediante mé­

todos e1ectrofisio1Ógicos debido a lo reducido de su tamaño (en 

promedio una micra). No obstante hay muchas evidencias que impiden 

poner en duda la funcionalidad de canales iÓnicos en los sinapto­

somas (Krueger y Blaustein 1980, Bartschat y Blaustein 1985). 

Los estudios bioquímicos de 1iberación de transmisores en si­

naptosomas tienen la ventaja sobre los estudios e1ectrofisio1Ógicos 

de que en ellos la cantidad de neurotransmisor liberado se mide di­

rectamente en las fracciones colectadas, mientras que en los estu-
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os e1ectrofisio1Ógicos, 1a cantidad de transmisor (Ó transmisores) 1i­

berado se infiere indirectamente a través de 1a amp1itud de 1os po­

tencia1es postsinapticos. 

La ventaja de1 abordaje bioquímico reside en que permite cuan­

tificar directamente a cua1quier mensajero químico cuya 1iberación 

se a1tere en respuesta a una determinada condición expermienta1. Sin 

embargo, esto es posib1e siempre y cuando contemos con un método que 

tenga 1a suficiente sensibi1idad para poder detectar a1 mensajero quí­

mico cuya 1ibración nos interesa estudiar. 

Los mensajeros químicos son moléculas que al secretarse o li­

berarse desde 1as terminales nerviosas juegan algún pape1 en 1a comu­

nicación de 1as cé1u1as nerviosas. Por consiguiente con este tér-

mino me refiero tanto a los neurotransmisores clásicos aceti1co1ina, 

ácido gamma amino butírico, g1utamato, serotonina, dopamina, norepine-

frina epinefrina, etc. (Tapia, 1976), como a los transmisores peptí-

dicos, a 1as hormonas y a los moduladores que incluyen a mo1écu1as 

inc1uso de natura1eza 1ipÍdica (Bradford y co1. 1983). Como se puede 

apreciar, e1 grupo de rno1écu1as que actuan como mensajeros químicos 

es muy variado y en consecuncia, 1os métodos para detectar mensajeros 

químicos también son diversos. 

Hay métodos bioquímicos estab1ecidos para la detección de di-

ferentes grupos funciona1es que nos permiten medir con elevada sensi-

bi1idad a a1gunos de los mensajeros químicos. Entre estos métodos 

se"encuentra la cuantificación de las monoaminas por cromatografía 

líquida de alta presión mediante un detector e1ectroquÍmico y la 
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detección.de aminoácidos neurotransmisores mediante detección 

f1uorimétrica. Para 1a detección de mensajeros de naturaleza pep­

tídica tales como 1as hormonas ó los péptidos neurotransmisores 

e1 radioinmunoanálisis ha sido ampliamente utilizado. Adicionalmente 

a estos métodos que implican un alto costo y la disponibilidad de1 

equipo adecuado, existe un método amplimente usado en estudios de 

liberación de neurotransmisores que consiste en medir la liberación 

del neurotransmisor marcado radioactivamente previamente capatdo por la 

preparación. La explicación de este Último método así como sus fun­

damentos se encuentran mas ampliamente discutidos en el en el capítulo 

II.4 de esta tesis ya que este método fue el que se utilizó para 

la realización de 1os trabajos que se presentan en la parte III de la 

tesis. 

Una vez elegido el método de detección, había que elegir al 

neurotransmisor cuya liberación iba a ser medida para estudiar los 

posibles efectos de las toxinas de1 veneno de noxius sobre la 

liberación de transmisores. Elegimos al transmisor inhibidor ácido 

gamma aminobutÍrico (GABA) por varias razones prácticas: El GASA 

está ampliamnte distribuido en el sistema nervioso central de mamí­

feros, lo que nos permite usar al cerebro completo como materia prima 

para la purificación de las terminales presinápticas (no es necesa­

rio disecar una estructura cerebral enriquecida con e1 neurotransmisor 

como en e1 caso de otros transmisoren). Las termina1es nerviosas que 
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normalmente liberan GABA, contienen en sus membranas sistemas de cap­

tura de este transmisor que nos permiten cargar a los sinaptosomas 

con GABA marcado radioactivamente para después medir su liberación 

bajo diferentes condiciones experimentales con alta sensibilidad. 

La alteración de la liberación de mensajeros químicos por 

medio de agonistas y antagonistas selectivos de los diferentes cana­

les iÓnicos, ha probado ser una buena alternativa para caracterizar 

el mecanismo de acción subyacente a la liberación de transmisores 

provocada· por un fármaco bajo estudio. Con este tipo de abordaje, 

decidimos elucidar las acciones de las toxinas de 

los canales iónicos de la membrana sinaptosomal 

noxius sobre 

Para e1lo, aisla-

mos las terminales nerviosas del cerebro completo del ratón por e1 

método de Hajós (1975), para proceder a estudiar como se alteraba 

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

noxius que habían resultado letales al ser inyectados en ra-

tones. Para estudiar los posibles cambios en la liberación del 

3tt-GÁBA en respuesta a dichos péptidos, utilizamos un método de per­

fusión contínua. En este método, los sinaptosomas son bañados con 

diferentes medios de. perfusión (la composición detallada de éstos 

se encuentra en las páginas 74 y 81 de esta tesis), que son arrastra­

dos contínuamente con ayuda de una bomba peristáltica. 

La presencia de cualquiera de las 3 toxinas (II-9,II-10 y II-11 

purificadas del veneno de ~- noxius en el Ringer de perfusión 

estimuló la liberación del 3tt-GABA contenido en los sinaptosomas. 
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Para e1ucidar e1 mecanismo de acción a través de1 cua1 cada 

toxina estimu1aba 1a 1iberación de1 GABA, probamos como se modificaba 

1a 1iberación inducida por 1a toxina en presencia de ionóforos, ago­

nistas y antagonistas se1ectivos de 1os cana1es iÓnicos. También 

probamos cómo se modificaba 1a 1iberación inducida por 1a toxina 

cuando se omitía 1a presencia de ciertos iones o se aumentaba su 

concentración en e1 Ringer de perfusión. Siguiendo este protoco1o 

experimenta1 nos fue posib1e determinar e1 mecanismo de acción por 

medio de1 cua1 cada toxina estimu1a 1a 1iberación de GABA de sinap­

tosomas. 

Organización de 1a tesis. 

En esta tesis se inc1uyen 3 trabajos que resu1taron de 1os estudios 

rea1izados con 1as toxinas de1 a1acrán mexicano Centruroides noxius 

en termina1es nerviosas ais1adas de cerebro de ratón. E1 trabajo que 

aparece primero, fué crono1Ógicamente escrito después de 1os que 1e 

preceden, pero 1o antepuse a e11os pues es un trabajo de divu1gación 

en españo1 que compi1a 1os aspectos mas re1evantes de 1os trabajos II y 

III. Este trabajo fué escrito para 1as Jornadas Anua1es de1 Instituto 

Mexicano de Psiquiatría, donde actua1mente me encuentro trabajando. En 

e1 trabajo II (Sitges y co1. 1986), está propuesto e1 mecanismo de ac-

ción de 1a toxina II-11 o noxiustoxina de1 veneno de ~- noxius pa-
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ra inducir la liberación de GABA. En el trabajo rrr de esta tesis 

(Sitges y col. 1987) se proponen los mecanismos de ac;:ci.ón de las 

toxinas rr-9 y rr-10, también contenidas en el veneno del escor-

pión Centruroides noxius , para provocar la liberación de neuro-

transmisores. 

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 1as toxinas de escorpiones en un marco teóri¿o más general. 

Los antecedentes también incluyen una parte relacionada con el prin­

cipio en el que se basa el método de detección del GABA liberado, 

y otra parte dedicada a los fundamentos en los que se apoya la estra­

tegia experimental que se utilizó para caracterizar 1as acciones de 

las toxinas de Centruroides noxius sobre la liberación de trans-

misores. La organización de la parte de Discusión General y Comen­

tarios, está al principio de la misma. Después de esta discusión 

aparecen dos apéndices, cuya justificación se dá al principio de 

cada uno. 
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11. ANTECEDENTES 

Los antecedentes de esta tesis abarcan 2 secciones básica.­

la primer-a secc!6n incluye la claslficaci6n de tos alac,...anes 

venenosos en paralelo con su distribuci6n geográfica. Las especies 

rnexlca.na.s reciben especial atención. Esta parte también incluye 

aspectos de tos venenos· de escorpiones en general y del veneno de 

Centruroldes ~en particular. !='.n la segunda secci6n intento 

clasl'fica.r a las toxinas de origen na.tura\ con base en sus acciones 

a nivel de ta sinapsis, doy especial atenci6n a las toxinas cuyas - -

acciones sobre el 'funciona.miento de ta presinapsis han sido repor­

tadas. 

II. 1. LOS ALACRANES Y SUS VENENOS 

Distr-ibuci6n geográfica. Los alacranes que producen vene­

nos altamente t6xicos, están representados por los géneros: Leiurus, 

Androctonus, Buthus, Buthotus y Heterornetrus del Norte de Africa., 

India y Medio Oriente y por los géneros Tityus y Centr-uroides de Lati-
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noamérica. El género ~ 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 génern Centruroides cuenta con varias especies cuya. 

distribuci6n geográf'icn »e indica a continuación (HoFfrnan, 1938): 

1. Centruroides sculpturatus localizado en el Sur de Ar"'izona y al 

Norte de Sinalo.<'1. 

2. Centruroide~ suffussus • con dos subespecies: 

a) º· suffus~us chiaravigli al N"rte de la 1\1\eseta Central de 

la República Mexicana. 

b) C. suffussus surfussus localizado al Sur de Dur-ango, No­

roeste de Zacateca.s y Este de Slnaloa.. 

3. Centruroides noxius que habita en el estado de Nayar-tt y al Sur 

este de Sinaloa. 

4. Centruroides llmptdus con dos subespecles: 

a) 9 .. l impidus l trnpidus que se encuentra en el Estado de Mo 

re1osJI Sureste del Estado de México, Sureste de Michoa­

cán y Suroeste de Puebla, principalmente en la cuenca del 

río Balsas. 

b) 9. 1irnpidus tecomanus que habita en et estado de Colima. 

5. Centrur-oides elegan.s con dos subespecies: 

a) C. elegans insular-is que se encuentra en las Islas 1\1\arías .. 

b) e. etegans elegans que habita en dos regiones geográficas 
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separadas, una al Norte de Jalisco, áreas costeras de Na.­

yarit y en Sinaloa. y otra en la r-egi6n costera de Guerrero 

y parte de Oax.nca. 

6. Centruroides int=a.rnatus se encuentra en et centro del pals,, en 

el sur de Durango y en zacatecas, Aguascalientes, Michoa.cán 

y Jalisco. Cuenta con dos subespecies: ~ .. infamatus y C. l!:!'"""' 

f'amatus orna.tus. 

Et veneno de los escorpiones. El veneno de los alacranes 

que se obtiene por estimulaci6n eléctrica del telson, tiene una aparte!:?, 

cía lechosa opalescente y su pH es aproxirnadarnente de 7. El veneno 

así obtenido se recupera en agua bidestilada y contiene un mater-ial i~ 

soluble que carece de toxicidad. Este, está aparentemente constituido 

por rnucoproteínas y desechos celulart..!~ y puede separarse por centri­

fugaci6n. La parte soluble, en donde se retienen todas las 'Fracciones 

t6xic.a..s del veneno, está compuesto principalmente por proteínas y pé,,E. 

tldos de diFe..-entes pesos molecU.a..-es y po..- pequeñas cantidades de tr­

pidos, nucleótidos, sales inorgánicas y aminoácidos libres. Entre las 

proteínas del veneno de alacrán se encuentran presentes algunas enzi­

mas, éstas stn embargo no parecen ser las responsables de la acci6n 

letal del veneno, corno es el ca.so de los venenos de otros animales PO..!::! 

zof'iosos, que contienen enzimas del tipo de las f"osrolipasas o protei~ 

sas. La presencia. de hialuronidasa en una. cantidad considerable par~ 

ce ser una. constante en el veneno de todas las especies de alacranes. 
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Los componentes del veneno de alacrán que resultan letales 

al realizar las pruebas rutinarias de toxicidad, que consisten en la in-

yecci6n intraperitonea.t de una dosis pequeña (i.e. 2 a 3)..lgr/gr. de pe-

so) a animales de laboratorio, están representados principalmente por 

una. serie de polipéptldos básicos de pesos moleculares cercanos a 

7 000. La composición de aminC"lc."".icicJC1s, asr como su grado de toxici-

dad,varran. Los polipéptidos neurnt6.xicos de los u.lacranes tatinoam~ 

rlca.nos están constituidos en generül por 53 a 65 residuos aminoácidos 

(Possani y cot., 1977, 1978, 1981<"., 1981 b, 1985). Estos polipéptidos 

"largos" contrastan con la toxina II-11 o noxiustoxina contenida en et 

veneno del alacrán mexicano C. noxi•_JS que es una toxina "corta" que 

está constituida por 39 residuos amin0o<--'i.cidos. El número de arninoáci 

dos que conf'orman a las toxinas de ntros alacranes, entre ellos los 

norteafricanos, varra de 36 a 70 residuos (Miranda y col .. , 1970; Ba-

bln y cot., 1975; Zlotkin y col., 1978). 

La estructura primaria completa o N-termina.l de muchas 

de tas toxinas contenidas en los venenos de distintas especies de ata-

cranes venenosos han sido determina.das por varios grupos de invest!_ 

gacl6n (Fig. 1 ). Corno se puede observar en la Figura 1 las toxinas 

prOV'-«.nientes de los venenos de distintas especies de alacranes exhiben 

homologías en sus secuencias de aminoácidos .. 

Estudios realizados con el veneno de Centruroldes naxius --- -
Hoffl"nan. Entre los venenos producidos por las dlf'erentes especies 
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del género Centruroides, la noxlus es de tas más potentes. Su veneno 

se ca,.-.a.cterlza por una virulencia especial, más rápido y más intenso 

en su accl6n (Hofttnan y Vargas, 1935; Hoffmann, 1936). Et fracci~ 

miento y purlftcacl6n de tos componentes del veneno de _g_. noxlus (Po­

ssanl y col., 1981C), se r-eaUza con una pr-imer""a sepa.racl6n del vene­

no soluble a través de una columna de Sephadex G-50 de donde se ob­

tienen 3 fracclones: la fraccl6n I está constituida por componentes de 

atto peso molecL1lar entre ellos hlaluronldasa; la fracci6n 11 pOr"' com­

ponentes entre 3 000 y 15 000 de peso molecular (es la fraccl6n que 

contiene a los polipéptidos neurot6xicos~ y ta fracci6n III que contiene 

péptidos de bajo peso molecular (Fig. 2). La crornatograff"a de lnter­

cambio i6nico en carboximetitcelulosa (CMC) de la fraccl6n II obtenida 

del veneno soluble de~· noxius da como resultado la separacl6n de 14 

componentes (Fig. 3). De éstos, el II-8, II-9, II-10, II-11 y II-13 son 

letales, pues al se,... inyectados lntraperitonealrnente a ura dosis entre 

2 y 4,ug/gr de rat6n, rnatan a tos anlmates durante tas 20 horas si­

guientes a su inyecci6n. Los componentes II-6, II-12 y 11-14 son t6xi­

cos cuando se inyectan a la rnlsma dosis (2-4 ,ug/gr de rat6n). Se to­

rnan COrTIO parámetros de toxicidad srntomas tales Con'"'\O: excitabilidad, 

sallvaci6n, parálisis temporal de tos miembros anterlores, disnea. 

(durante tas 20 horas siguientes a ta inyecci6n det componente). Los 

ot,..os componentes, no son t6xicos, ya que al ser inyectados intrape,...!_ 

tonea.lmente a dicha dosis no producen cambios aparentes en los anirn~ 

les, los cuales se comportan de manera slmllar a los ratones i ..... -:.:--}\51r., 
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NOXIUS 

Fiq- 2 ~n una columna de Sephadex G-50 de 2-9 x 170 cm, equi-

librada con acetato de amonio 0-0~ M pl-1 7-4, se cargan 6-3 rn1 

del veneno soluble (500 unidades de absorbancia a 280 nrn) y se 

e1uyen con e1 mismo amortiguador a un flujo de 50 rn1/hr- Se co-

1ectan fracciones de 10 m1 como se indica en 1as abcisas- Las 

fracciones I, II y III contienen respectivamente 1·7, 63 y 20% 

de1 material recuparado- La Única fracción tóxica (II), se 

1eofi1iza y se guarda a -20° e para cromatografias posteriores-

Marcadores de peso mo1ecu1ar: BSA, albúmina de suero bovino 

PM 66 000¡ N-n-s_, toxina de siamcnsis PM 8 000 

y NaC1- Figura tomada de Possani y col. 1981c-
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CRO~TOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DE LA FRACCION II 
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DEL VENENO DE ~· NOXIUS • 
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Cromatografra de Intercambio i6nico de la fracción II 

eluida del Sephadex G-50. La fracción II (95 mg de peso seco, 

116.6 unidades de absorbancia a 280 nm en 17 ml) se carg6 (L) 

en una columna de O. 9 X 27 cm de CM - 32 equilibrada con O. 02 M 

de acetato de amonio pH 7.4. En G se inició un gradiente 

lineal con 240 ml de amortiguador con NaCl O.SM. 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), 

1a columna se lav6 con el mismo amortiguador conteniendo NaC1 

lM. Figura tomada de Possani y col. 1981c. 



que se inyectan con sallna al O. 9% (Dent y col. 1980 • Possanl y col. 

1981c ). 
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La secuencia amino terminal de algunos de los pollpéptidos 

neurot6xlcos de la f'raccl6n 11 del veneno soluble de E· ~· a saber: 

el ll-9, II-10, II-13 y II-14 (Fig. 4) fue determinada por Possani y col. 

(1981 e). La secuencia de aminoácidos de la f'racci6n "corta" II-11 del 

veneno de E· noxlus (Fi9. 5) ha sido determinada completamente por 

Possanl y cols. (1982). 

Con estudios de pinza de voltaje en axón gigante de cala­

mar, fue demostrado que el componente 11:10 del veneno de 9. naxius 

bloquea específicamente la corriente entrante de Na+ (Flg. 6) y que 71 

componente II: 11 de dicha f'racci6n bloquea selectlvamente al canal de 

!<+(Fig. 7), mientras que las toxinas 11:8, II:9, ll:12y 11:14, no pre­

sentan un erecto apreciable sol:>re las corrientes de dichos iones en el 

axón de calamar (Carbone y col.• 1982). 
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COMPARAC!ON DE LA SECUENCIA DE AMl NOO.C!DOS N-TERMINAL 

DE LAS TO."><INAS 11-9.2.2., Il-1U, 11-13y11-14 DEL VENENO DE 

9. NOXIUS. 

11-9.Z.2 

JJ-14 

11-13 

ll-1 o 

IJ-9.2.2 

JJ-14 

11-13 

JJ-9.Z.2 

10 IS 20 l 

Lys-Gtu-G1y-Tyr-Leu-vat-Asp-Lys-Asn-Thr!G1y-Cys-Lys~G1uF~Lys-Leu-G1y-

Lys~G l y-Tyr-Lru•Va 1·A•PfA1a-Lys·-lG1 y-Cys-Lys~~·t'"1Cys•Tyr•Lys·Leu·Gly· 
Lys-Gl u·Gly•Tyr8V.s 1 ~ Tyr-H t s-Asp¡Cl y-Cys-Lys-Tyr¡ X -Cys-Tyr-Lys~Leu-Gly• 
Lys-Gl u-Gly-Tyr-Leu-v., 1-Asn- _ •• 

21 ZS 30 JS 40 
Asp-Asn-Asp· T y .--Cy~ Lcu - .:\r')-G 1 u-Cys -l ys ·G 1 n -Gl n·G 1 y- Tyr-ly'5o·G1 y-Al •-Gly-Gly-Tyr-

r.:-::} Asn-Asp- 7y r-Cy s J A'5.njAr9- G 1u-Cys1 Ar9-M<.- t-Lys-H 1 s-Arq-Cly-
1.::5 r' , 
Asp-Asn-AsD-Tyr- ••• 

41 45 

Figura 4. Comparación de la secuencia de amino~cidos 

amino-terminal de las to~inas II. 9.2.2., II-10, II-13 

y II-14 del v~neno del üscorpi6n Centruroides noxius. 

Figura tornada de Possani y col. 1981 c. 

SECUENCIA DE ,'\i\/üNOACI DOS DE LA NO"><IUSTOXINA. 

1 5 10 15 20 
Thr-11 e-11e-.'\sn-Va.1 -Ly~-Cys-Thr-Ser-Pro-Lys-~1 n-Cys-Ser-Lys-Pro-Cys-Lys-Gl u-Leu 

25 30 35 39 
Tyr-$ly-Ser-Ser-1-\ 1 a -Gl y-A 1 a-Lys-Cys-:'1et-:\sn-Gly-Ly5-Cys-Lys-Cys-Tyr-Asx-Asn 

Figura S. Secu~ncid d0 am~no~cidos de la toxina II-ll 

(noxiustoxina) del veneno del escorpión .::entruroides 

noxius. Tomado de Possani y col. 1982. 
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Figura 6. Acción de la Loxina II-10 sobre los canales de Na+ 
del axón gigante del calamar. a, b, corrientes de Na+ registra­
das antes y después de la a~licación de toxina II-10 280 nM. 
En b, los trazos fueron obtenidos después d8 14 min. de exposi­
ción a la toxina II-10. Escala de las barras: lmA y 2ms. El 
axón se mantuvo ~ -70mV (Eh) y se ~recondicionó durante 80ms a 
-90mV (Ec) antes de proceder con los potenciales de prueba (Et) 
-40, -30, -20, O, 20, 40, 60, 80 y 100 mV. Los estímulos suce-
sivos se separaron ~ar 2 segundos. Composición del medio inte~ 
no (mM): CSF (267), NaF (50), sacarosa (307), Fosfato de K (45), 
pH 7.2. Composición dei medio e~:terno (mM): NaCl (435), KCl 
(10), Ca Cl2 (10) Mg Clz (40), tris-HCl (20) pH 8. Temperatura p 
SºC. c. Permeabilidad pico del Na+ en unidades relativas (PNa) 
de los registros .:-i y b. ENa = 58 mV. d. Curva dosis-respuesta 
de la toxina II-10. Los diferentes símbolos indican diferentes 

axones .. Ordenadas, P~a relativas u Em = 100 mV. Abcisas, concen­
traciones molares de la toxina. Figura tomada de Carbone y col. 
1982. 
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TOXINA II-11 o NTX 

e RECUPERACION 

Fioura 7. Acci6n de la toxina II-11 sobre los canales de K+. 
A-C, Ik registrada a varios potenciales de prueba (-20, O, 20, 
40, 60, 80 y 100 mV) antes, durante y después de la aplicaci6n 
de 1a toxina 1-~· Los trazos en b se obtuvieron despu~s de 
lOrnin de exposici6n a la toxina II-11 y los trazos en e, 22min 
después de iniciada la recuperaci6n. Eh= -70mV, Ec = -90mV, 
durante 80rns. Los est~mulos sucesivos se separaron 3ms. Se 
usaron retroa1imentaci6n positiva y compensaci6n ana16gica 
para las corrientes capacitiva y de escurrimiento (leakaqe). 
Cornposici6n mM del medio interno: KF (317), sacarosa (307), 
Fosfato de K (45), pH7.2. Composici6n mM del medio externo: 
NaCl (435). KCl (10)7' CaC12 (10). Mg Cl2 (40). Tris-HCl (20). 
PH 8. O, TTX ( 3 x 10- M) . Temperatura 5 ± 1 ºC. Figura tomada de 

Carbone y col. 1982. 



II.2. NEUROToXINAS DE ORIGEN NATURAL QUE ALTERAN EL 
FUNCIONAMIENTO DE LA SINAPSIS 

La sinapsis es ta estructura. responsable de la neurotrans-

mlst6n. Los extremos term in.a.les de la.s r-arnlftcaciones de un axón 

constituyen al componente preslnáptico y la porci6n de la célula ner-

vlosa o muscular con la que ha.ce contacto dicho cc:rnponente es ta por-

cl6n postsináptlca. La sinapsis está representada por la zona de comu 

nlcacl6n entre las estructuras pre y posts!nápticas. 

El sitio primarlo de tnteraccl6n de las toxinas ria.turales 

con las células, es la membrana plasmática. As(, en el caso de las 

membranas siná.ptlca.s > estas interacciones se verán reflejadas sobre 

ma.nif'estaciones funcionales propias de las membranas pre o postslná.E_ 

tlcas, cc:f"T"lo por ejemplo, alteraciones en la llberacl6n de neurotra.ns-

misares o ca.rnbios en la. respuesta a la esttmulaci6n de los receptores 

posts lnápti ces, respectivamente. 

Con base en la accl6n que se ha reportado ejercen tas 

neurotoxina.s a nivel de la sina.psis,podr(arnos clasificarlas en dos gru-

pos: 

a.) Toxinas naturales que alteran la transmisi6n nerviosa 

lnteracctonando con moléculas insertas en la membrana 

preslnáptica y a..Jya alteración modifica directa o indi-

rectamente la liberación de neurotransmisores. 

b) Toxinas naturales que rnodlf'lcan la cornunicaci6n nervio 

sa al unirse a moléculas lnTiersa.s en la membrana pos!_ 

sináptica e involucradas con la recepci6n de seP\ales qui_ 

micas. 



A. TOXINAS DE ORIGEN NATURAL CON ACC!ON SOBRE LA 
FUNC!ON PRESINAPTICA: ern!si6n de señales químicas. 

A. l. Toxinas Est!rn'Jladoras de la l!berac!6n de mensajeros químicos. 
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Se sabe que el irnpulso nervioso al llegar a la terminal presináp-

tica la despolariza • Esta despolarizaci6n es la señal que entiende no,...._ 

ma lmente la terminal para desernpeña r su funci6n, es decir para 1 it;e-

rar al neurotransmisor. No sólo los estímulos eléctricos inducen ti-

bera.ci6n de neurotransmisores; además de ellos, existen estrategias 

experirnental es para estimular la libera.ci6n de mensajeros químicos. 

El empleo de un Rtnger con una elevada concentraci6n de K+ es la estra-

tegia más común y mas ampliamente usada para inducir liberación de 

mensajeros químicos expertmentalmente. Otras formas de inducir li-

beración de sustancias neuroacti ·...-as incluyen et empleo de toxinas de 

orfgen natural corno las que se describen a continuación .. 

Alcaloides Esteroi dales neurotóxicos de diversos orígenes .. 

Los alcaloides neurot6xicos están representados por: la batracotoxina 

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

tina que produce la planta Accr.iturn n apetlus , las grayanotoxine.s de las 

hojas del rododendro y de otras plantas de la farni l ia Ericaceae así 
<J?,¡987. 

corno la veratridina, producida por plantas de la farnilia Lilaceae¡( Estas 

moléculas ooliclctícas liposolubles aumentan laperrneabilidad al Na+ 
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OC:H:s 

CH:s o-Q-coo HO 
OH 

VERATRIOINA BATRACOTOXINA 

ACONITINA GRAYANOTOXINA 

Figura B. A leal oides esteroidates neurot6xic:os de orlgen natural que 
alteran el comportamiento de tos canales de Na+ sensibles a voltaje 
aumentando su permeabilidad. 

En la revisión que hace Catteral l (1 980) se sugiere que los alcaloides este-

roidales neurot6xicos actuan interaccionando con mayor afinidad con el es-

tado activo del canal de Na.7 y así, desplazan el equilibrio dependiente de 

volt aje, de los estados inactivos a los octivos. La eFicacia de estas toxinas 

para activar a los canales de Na+ depende de su selectividad por ta unión 

a los estados activos versus los inactivos. 

Electrofi siológlcamente, el potencial de memi:>rana um'=>rat para la ac-

t ivaci6n de los + canales de Na disminuye en presencia de estos alcaloides y 

los cana les de Na+ se activan al potencial de reposo de la m-ern'::Jrana (ver 

pg 47 ). Entre estos alcaloides. la veratridina en especial ha sido am-

pliarT'lente usada como inductor de la liberaci6n de neurotransmisores en 

sinaptosomas ( Levi y col. 1 978, Norris y col. 1903, Shira y col. 1984, 

Tapia. y col. 1985). 
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Toxinas~ nl0c~. Ot-ro g,....•Jpo de moléculas que iru ...... ,~ 

ce la liberación de r""'ICurnlran~-¡mi~nrL·!::-.> ;"\pé1renternente n través de su 

interacción con el c.:-tn.:-i.t d<~ t·Jn f,. e~_.t<i repr~sent.ndo por vnrias de las 

toxinas polipeptídic~l!..:.> c('W'\tenid;:i.~; en los venenos de los alacranes. En-

tre las toxinas purlflc.·tdil~-- de le")~. venenos de -"ll;:icranes americanos, 

cuyos eFectos sobr~ · 1.1 lib~raci6n de ne>. 1rotrnnsrr1isorc!:::. hi'"tn sid(') •:!Stu­

diados, están: 10 tttylJ .1r-..xt11ct, del vl..!ncno del otacrán Tit:--/US serrulatus,, 

que aumenta lt"\ l il>Cr.t<..;i r'.-,r, •k· :,A 1 ·/\. ~lut::_¿)mi'.1.tn, asparta to (Coutt nhn-N..=. 

tto 1980) y acetilcolin....1. (t;ómez y c:nl. 1975) de rebanadas de corteza 

cerebral de rata y lo. 10xinw. II riel ;"")lri.crán Dmericano Centr-uroides 

suf'fusus ..=:.- que aur-nenL,-. lél. li~rac:l6n de CJAE3A de sinc:iptosornas de ce 

rebro de rata (Cour0 ... 1d ',' cnl. 1982). 

de lC"IS esc0rpiones s('°"'r1 pc-ilinéptidos básicos con pesos moleculares ce.e:_ 

canos a 7000 (Fig. 1 ;. Por estudios clectl"X:>fistológicos sabernos que 

varias toxinas de este µesu rllOlecutu.r ejercen modifica.ci.one!5 sobre 

las corrí entes de Na+. Estos estudios indican tarr1bién que no todas 

las toxinas de escorptones que rnodtt=ican las corri. entes de Na+, to 

hacen de la misma manera. En estudios realizados con algunos vene 

nos de alacranes norteafricanos (Narahashi y col. 1 972), o con toxinas 
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pur-lFicadas de dichos venenos, tales como la toxina V del alacr-án 

norteaFr-lcano Lei ur-us qu!nguestr-iatus (Catter-all 1979) o la toxi-

na 1 I del veneno del escorpión también norteaFricano Anc:fr-octonus 

austral is Hector- (Romey y c::ol. 1975) se ha enc::ontrado que dichos 

venenos o toxinas actuan haciendo mas lenta la inactl vación del ca-

nal de Na+ , el cual no llega a inactivarse completamente. Estas 

toxinas cambian el potencial umbral para la activaci6n de los cana.tes 

de Na""<: ¡;:oer.o s6to unos cuantos milivoltios mas negativo. Por- otr.o la­

do, el veneno del escorpión americano Centruroides scutpturatus 

no ti ene efecto sobre ta inactivaci6n del cana. l de Na+, rnientras que 

sí modifica drásticamente la activación dependiente de voltaje, y a 

potencl ales de membr-ana 40 a 50 mV mas negativos, el canal de 

Na+ se ve activado (Cahalan 1 975). La toxina II-1 O del alacrán rre xi­

cano Centruroides ~, disminuye la permeabilidad pico al Na+ 

en et axón gigante del calamar- (Car-bone y col. 1 962) y a concentr-acio­

nes mayores ejerce efectos adicionales sobre las corrientes de Na+ 

(Car-bone y col. 1964). 

Además de estas diferencias funcionales, hay evidencias de que 

no todas las toxinas de escorpiones que ejercen sus eFectos mediante 

interacciones con los canales de Na+ se unen a éstos en el mismo 

sitio de ta protefna canal (C::atter-all 1 962, Couraud y col. 1 982). 

Este tipo de diFer-encias que exhiben tas toxinas de diFer-entes espe­

cies de escorpiones, hacen que el estudio de cada una de ellas sea 

potencial mente interesante. 
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Toxlnas de anémona. Estas están contenidas en tos nema­

toclstos de la anérnona de rnar Anérnona sulcata y sus ef'ectos son rnuy 

sli"'nl\ares a los de alguna.s toxinas contenidas en tos venenos de tos ata 

cranes (Catterall y Beres, 1978; GatteraH, 1980). Se 

ha sugerldo que la toxina de anérnona y la toxina V del alacrán norte­

a'frlcano Lelurus quinquestriatus, se unen a un sitio del canal de Na+ 

dl~rente al que se unen tos alcaloides esteroidates neurot6xicos antes 

mencionados pues sus acciones en presencia de dichas toxinas natura­

les se potencían (Catteran 1977, Stallcup 1977, Krueger y Blaustein 

1980, catteran 1982). 

A. 2. Toxinas lnhibidoras de la liberaci6n de rnen.sajer-os quírnlcos. 

Toxlnas de bacterlas ~ inhlben ~ Uberaci6n de ~ 

transrnlsores. Entre las toxlnas naturales que lnhiben la liberaci6n de 

neu,-.otransrnlsores se encuentran tns toxinas tetánica y botutínica que 

producen las bacterias Clostrldurn botulinurn y Clostridiurn tetani res­

pectlvarnente. La toxina tetánica conslste en una cadena peptídica lig~ 

ra (55 000) unida por un puente disulf'uro a una pesada (100 000). La 

toxina botutínlca se presenta en varios tipos (A, B, C.::<, C/h, D, E, F~ 

G) pero todos tienen una subunldad protelca cornún (150 000 aproxlrna­

darnente) responsable de la neurotoxlcidad (Sirnpson 1979). 
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La toxina botulínica inhibe la llberaci6n de acetllcollna 

(ACh) inducida por estimulaciAn en preparaciones de placa neuromus­

cular (Surgen y cnl. 1949, Simpson y Dasgupta 1983), en preparacio­

nes de diafragma de rata (Gundersen y .Jenden 1983) y en preparaciones 

de slna.pt("")sornas (\/VonnncC"tt y Marchbanks 1976). La toxina tetánica. in 

hlbe la liberaci6n de GASA y glicina de sinaptosomas de cerebro de 

marri(Fero y de médula espinal respectivamente (Curtis y De Groat 1968, 

Curtis y cnl. 1973,. Osborne y BradFor-d 1973). En rebana.das de estria 

do, de certeza cerebral y de sustancia nigra de rata,, ta estimulaci6n 

de la libe,...ación de GAGA,. dependiente de ca2 externo, inducida con 

medios despolarizantes de al tri :<.+ se inhibe con toxlna tetánica 

(Collingridge y Davles 19B2a, 1982b, Heredero y col. 1983). Esta. taxi 

na también ca.usa parálisis flácida por inhibici6n de la liberaci6n de 

ACh en la placa neurorn......JSCLJlar (Duchen y Tange 1973). Tanto la toxina 

botulínlca corno la tet.ánica ca;.Jsan inhibici6n de la liberaci&-1 de metio­

nlna encefalina dependiente de ca2+ i.nducida por alto K+, toxina 11 de 

anémona de rnar y veneno de ta ara1~a Latrodectus rnactans (Janicki y 

Habermann 1 983). 

Guanidinas r.eteroclclicas neurot6xica.s: -r-r>< y S-r><. Es-

tas son toxinas no polipept(dicas producidas por especies diversas (f•'j .<1). 

La tetrodotox.ina ("rr><) se encontró originalmente en los ovarios y el 

hígado del "pez globo" y más ,....ecienternente en algunas especies de pu!_ 

po y rana (Brown y Me>sr.er, 1963; Grane y col., 1 976; Kim y col. , 
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GUANIDINAS HETERO~ICLICAS NEUROTOX:ICAS 

OH 

TETRODOTOXINA 

SAXITOXINA 

Figura. 9. Estructura de las guanidinas heterocíclicas neurotóxicas 

que bloquean a los canales de Na+ senslbles a voltaje 

con alta selectividad. 

NH2, _,NH2 
e 

Estructura cornún a los 2 bloqueadores ll 
NH 

Guanidlna 
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1975; Sheurna.ck y col., 1978; Noguchl y Hashimoto, 1973) y la saxltoxi­

na (STX) es producida por dinoflagelados del género Gonyaulax. La e2. 

tructura química de tas guanidinas heterocícHcas, así como su f'arma­

colog ía han sido estud ladas deta Uadarnente (K.ao, 1966; Evans , 1972; 

Narahashl, 1974). 

Desde hace dos décadas Narahashi y col. (1964) y Na ka mu­

ra y cot. (1965) demostraron, en preparaciones de ax6n gigante,, que 

ta .-rx a. concentraciones de 10-7 M bloquea selectivamente el aumen­

to de la perrneabi Hdad al Na+ que induce la despolarizaci6n, y no a rec­

ta tas permeabilidades iónica.s del axón no e$timulado. Un año des­

pués, Kao (1966),, dernostr6 que,, en los axones motores> ta ITX blo­

quea ta conducci6n del impulso nervioso. 

Las guanidire.s heterocíclicas neurot6xlca.s -rrx y STX ac­

túan de manera muy similar: inhiben la liberaci6n de mensajeros qul­

mtcos en respuesta. a ta despola.rizaci6n mediada por un aumento en ta 

permeabilidad at Na+, a través de los canales de Na+ sensibles a volte 

je. Para determinar mecanismos i6nicos subyacentes a ta liberaci6n 

de mensajeros químicos, inducida por Fármacos u otras toxinas ra.tur~ 

tes, la lrx ha sldo ampHamente utilizada. La Hberaci6n de GASA, 

de sinaptosomas, que induce la veratrldina es bloqueada con TI">< (Le­

vi y col. 1978), la Hberaci6n de oxitocina y vasopresina, de rebanadas 

de hipotálamo rnedlo basal, en respuesta a veratrldina es bloqueada 

con -r-r>< (Nordmann y DybaH 1978). Tamblén la Hberacl6n del f'actor 
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liberador- de la hormona lutelnlzante corno la de sornatostatlna, de r-eba 

nadas de hlpotá\amo, se bloquea con TTX (Dr-ouva y col. 1982). Ade­

más de lnhibir la liberación de neurotransmisor-es clásicos o de neur-~ 

péptldos inducida por- los alcaloides esterol dales neurot6xicos, la 11?< 

también inhibe la liberaci6n en respuesta a algunas toxinas naturales 

contenidas en los venenos de escorpiones: la liberaci6n de ACh que se 

induce con tltyusto.xina., péptido neurot6xico del veneno del alacrán 

Tytius serrulatus, es inhibida con TTX (G6mez y col. 1975), la liber~ 

cl6n de GASA que induce la toxina II del veneno de\ alacrán norteame­

ricano Centruroides suffussus también se bloquea con -r-rx (Coura.ud y 

col. 1982) y la llberaci6n de GASA que inducen las toxinas II-9 y II-10 

del alacrán mexicano Centruroldes noxlus ta.n"lbién es bloqueada. po,... 

11?< (trabajo III de esta tesis). 

Toxinas de serpientes ~acción pr-esináptica. Los vene­

nos de serpientes contienen dos tipos de toxinas, las de tipo alfa., que 

actCran postsináptica.rnente (a estas rne rete,...iré más adelante) y las que 

actc.an presinápticarnente alterando la libera.ci6n de los neurotransmi­

sores. Entre las neurotoxinas presináptica.s de serpientes se encuen­

tran la beta-bungarotoxina,, la crotoxiria., la notexina y la taipoxina en­

tre otras. Por estudios electrofisio16gicos~ se ha propuesto que el 

modo de acción de las toxinas presinápticas de serpientes incluye dos 

fa.ses: en la primera hay un aumento de la liberaci6n de ACh,, monito­

reada por la 'Frecuencia de descarga de los potenciales de placa mini~ 
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tura. Este aumento, se ve seguido por 1a segunda fase, en 1a que se 

produce un bloqueo tanto de 1a liberación espontánea como de 1a 

estimulada (Chang y col. 1973, Cu11-Candy y co1. 1976, Chang y coi. 

1977). 

En sinaptosomas, se ha demostrado que 1a ~-bungarotoxina de1 

liberación de aceti1-veneno de Bunqarus mu1ticinctus aumenta 1a 

colina (Sen y Cooper 1978) y de aminoácidos transmisores (Wernicke 

y co1. 1974, 1975, Smith y col. 1980). Esta liberación en respues-

ta a 1a f-bungarotoxina se inhibe con TTX y requiere de 1a presencia 

de ca2 T externo. Estos datos sugieren que posiblemente 1a primera fa­

se de 1a acción de este tipo de toxinas presinápticas de serpiente 

se deba a una despolarización mediada por 1a activación de los ca-

na1es de Na+ sensibles a voltaje. 

La actividad de fosfolipasa A2 que presentan todas 1as toxinas 

presinápticas de serpientes, se ha relacionado con 1a salida del con­

tenido de 1a terminal nerviosa (Oberg y Ke11y 1976). Esta exp1~cación 

podría dar cuenta de 1a liberación inicial del neurotransmisor segui-

da de1 bloqueo de la liberación tanto estimulada como espontánea mo­

ni toreada.s. e1éctricamen te. Sin embargo, su acción parece ser mas com-

p1icada en vista de lo siguiente: 

Las toxinas prcsinápticas de serpientes están constituidas por 2 po-

1ipéptidos, uno de los cuales presenta alta homología con 1a secuen-

cia de 1a fosfo1ipasa A2 mientras que e1 otro es muy diferente. 

-La-crotoxina, por ejemplo, está constituida por un complejo de 2 po-

1ipéptidos: 1a crotoxina A que es una proteína ácida y 1a crotoxina 

B que es una fosfo1ipasa básica A2 La crotoxina A por si sola 

no muestra ni toxicidad ni acción enzimática y 1a crotoxina D por sí 
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sola, no es más que ligeramente t6xlca. La recombinacl6n de ambas 

moléculas restaura la letalidad de la crotoxlna, mientras que la activl-

dad de Fosf'ollpasa A 2 se reduce (Henden y Fraenkel-Conrat, 1971; Br~ 

:z:ll y col., 1973). El mecanismo a través del cual participan los dos 

componentes que constituyen a estas toxinas preslnáptlcas de serplen-

tes y que se traduce en su efecto neurotóxlco, aCin es motivo de deba.-

te. 

B. TOXINAS DE ORIGEN NATURAL CON ACCION SOBRE LA 
FUNCION POSTSINAPTICA: recepción de señales químicas. 

Toxlnas de serpientes. Entre tas tcxxtna.s de origen natural 

que modifican la cornunicaci6n nerviosa a t,..avés de lnteracciones con 

moléculas il'"'l'Volucradas en la recepcl6n de las señales químicas se en-

cuentran rnuchas de las proteínas tóxicas que contienen los venenos de 

serpientes. Estas exhiben un efecto curarernimético pues bloquean la 

transmisi6n neurornuscular al unirse a los receptores nicotínicos de 

acet\lcollna, localizados en la membrana postsináptica de la placa ne~ 

romuscutar. Hasta la Fecha han sido secuenciadas más de 40 neuroto-

xlna.s postsináptlcas de los venenos tanto de serpientes terrestres co-

mo marinas de las f'arnilias Elaptdae e Hydrophiidae. De acuerdo con 

et tamaño de ta cadena polipeptrdlca, las neurotoxinas postsinápticas 

de los venenos de serpientes han sido clasifica.das en cortas y largas. 

Las primeras están constituidas por 60 a 62 residuos de aminoácidos 

y 4 puentes disulfuro, las largas por 71 a 74 residuos de aminoácldC..s 
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y 5 puentes disulfuro (Lee 1 979). Ejernplos del primer grupo son la co­

bratoxina y la erabutoxina b (Low 1 979). La alfa bungarotoxina es una 

neurotoxina postsináptica larga. Hay varios estudios, en diferentes te­

jidos, relacionados con la unión de estas neurotoxinas postsináptica..s 

con el receptor ~e acetilcolina y dicha uni6n no es covalente sino que se 

real iza por rnedio de interacciones electrostáticas mC.ltiples (Chichepor-­

ticke y col. 1975). 

Toxinas de bacterias. Otros ejemplos de toxinas de orí"gen natural que 

interaccionan selectivamente con componentes inmersos en las membranas 

postsinápticas son las toxinas pertussis y del c6tera. La primera es pro­

ducida por la bacteria Bordetella pertussis y la del c6lera por~ cho-

~· La interacción de algunas hormonas y neurotransmisores con su 

receptor.,. aumenta la concentraci6n de AMP c'Íclico mediante la activación 

de 1 a adenilato ciclasa. Entre el receptor y la adenilato ciclasa hay un 

componente de acoplarniento (Rodbell 1960) denominado proteina "G" o 

"N" porque fija GTP y otros nucleÓtidos de guanina. Esta. proteina de 

acoplamiento tiene un comportamiento bifásico por lo que se ha postulado 

la existencia de 2 componentes acopladores: uno conocido como "Ns" que 

está relacionado con la activación de ta ci cla.sa y el otro conocido como 

Ni" r-el acionado con la inhibici6n de la misma. La toxina del c6tera ac­

tua selectivamente sobre ta proteína Ns, mientras que la toxina pertussis 

actua sobre la N~ • Estas dos toxinas de origen natural han sido de gran 

utilidad para la caracterización de estas proteínas acopladoras (García 

Saínz 1 965). 
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lI. 3. SINAPTOSOMA:_'O p;,R,A CSTUDIAR LIBERACION DE NEURC>­
TRANSMISORES 

Las preparocic..H-u.::s ~mplendCJ.s pur.-:i estudiar liberacL6n de 

neurotransmisores etb.1rc.:u-.... desde el nnimal completo hasta las termi-

Para colee.·_,-\,.... c1l neurC'ltransrnisor liberado desde una re-

gi6n de'i cerebro de ·._Jn nnin 1.:i.l viv0 cr-. libre mO\limiento se han diseña-

do variC"'lS ":i.pos de cfln,_·l·•~ : Gav61-, v Dru~ker-Colí'n 1985). Aunque 

los estudios de liber0c!A·-~ ~ ~/iv~sor. muy valiosos si se desean co-

rrelaciofk'Slr cambios en la li:_ .. ~rnct6n de un mensajero qurmico con un 

evento cond,__.ctua.l, r.-·y e:veni-n:;; qu._: se pueden controlar y estudiar me-

jor en preparaciones c;elular~s o sut..)celulares, pues ser(a imposible 

interpretarlos o incluso deLt::Ct.Llrlos ~~vivo. 

Las prepnr·-'-Cione:::::> ~vitre (de corTiponentes celula,..-es o 

subcelulares) más :-...--.-_:.._._1t"t- ·-·..!rnentc u~u.das para estudios de liberaci6n 

de rr1ensajeros quírni.cc•s sr·-1: \.t""ls reharedas de tejido, prO'\..Cnientes de 

alguna regi6n de inter6-.=:. prC\/iü.r1tente diseca.da (corteza cerebral, es-

triado, hipocampo, etc_.); los .:::ultivos de tejidos y las terminales ner-

viosa.s aisladas rneJor ce-~ •cidc:t.=. como sinaptosornas, que pueden a.is-

larse de cerebro completn 0 e'.•_- .:\.lc:una región cerebral específica.... Ca 

da una de estas preparacione::5 tiene sus ver.7_~jas y sus desventajas, y 

una u otra resulta ñdecuadri según ta prc<_¡unt"1 que quiera cantes-

tarse. Com0 en estos t.rabajC\!;:: se desenba.n determinar los eventos 
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L6nicos subyacentes a la liberacié'in de transmisores evoca.da por l.as t~ 

xtnas del veneno de Centruroldes noxius, la preparaci6n sinaptosomal 

resultaba adecuada ya que las terminales presináptica.s son el sitio 

preciso desde donde se libe,....an los neurotransmisores.. Podría 

decirse que la obtenci6n de sinaptosomas equivale a ta disecci6n del 

componente funcional de la liberaci6n de neurotransmisores. 
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II.4 PRINCIPIO DEL METODO DE DETECCION DEL NEUROTRANS­
MISOR LIBERADO 

Mecanismos ?e tnlctiv~•ci6n de neurotransmisores. Fisio-

t6gicamente los neur("'lt,.....<:\nsrr1isorcs que se liberan desde ta neurona 

presln.á.ptica,. unu vez que llevnrf'""'ln la señal a ta célula receptora o neu--

rona postsi.náptica, scin rápidamente etirnina.dos de la hendidura si.nápt.!_ 

ca,. para permitir que et potencinl de membrana regrese a su nivel de 

reposo y quede en disposición de recibir otra señal. Existen 3 meca-

nismos que operan para eliminar a los neurotransmisores de la hend_i. 

dura sináptica (Fig. 8): 1) rec:.-'-ptura del neurotransmisor liberado; 2) 

disfusi6n del neurntransrnisnr Lll espacio extracelutar y 3) degradact6n 

enzirnáticn del neurotransmisor liberado. 

/'-.. excepción de ta ::-tceti lcolinu que cesa su acci6n at ser 

degradada p<""r una ncetilcC"llinesl8rnsn espec(fica. que la rompe en ace-

tato y colina, lC'ts dcrnñs neurotrc:tnsmisores ''clásicos'' (dopamina, n~ 

radrena.lina, serotoninn, glutamato, aspartato,, GABA, glicina, taur-i-

na) cesan su acción al ser recap::urados pnr las termina.les nerviosas 

que tos liberaron. Pnra estos neurotransmisor-es han sido demost:ra-

dos sistemas de captura de alt<"l afinidad dependientes de Na+ y tempe-

ratura. 

Utilidad del mécanisrno de inactivaci6n ~ r-ecapturC'\. Des 

de hace varios años, este mecanismo de inactivaci6n ha sido aprove-

chado por los neuroqu(micns para estudiar la liberact6n de los neuro-



MECANISMOS DE INACTIVACION DE 
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Fiq.10. La e1iminaci6n del neurotransmisor del espacio o hendi­

dura sináptica es un fen6meno esencial de la transmisi6n qu~mica. 

La remoci6n del mensajero qu~mico una vez que ha emitido su 

señal se 11eva a cabo mediante, cuando menos, tres mecanismos: 

destrucci6n enzimática, captura a 1a terminal presináptica, a 

ia neurona postsináptica o a las c~1ulas gliales vecinas y difu­

si6n en ei espacio intercelu1ar. 
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transmisores 1'clásicos'', ya que es posible cargar a ta preparación et.= 

gida (sinaptosOIT\as, rebanadas de tejido) con un neurotransmisor mar­

cado radioa.ctivarnente para después seguir su liberación bajo distintas 

condiciones experimentales. 

Corno los sitios de captura de alta af"inidad est.án localiza­

dos en las mernbr.::inas de la:=. terminales nerviosas que normalmente 

sintetizan, almacenan y libcrnn ct un determinado neurotransmisor 

"cld.sico" (Fonnum y col. 1981, \/Vilson y col .. 1975), al someter una 

preparación heterogéneo. de sinaptosomas de cerebro cornpleto, a dicho 

neurotransmisor marcado radioactivamentc, Favoreceremos su captura 

por los sinaptosomo.s que norrnalrnente lo liberan. Con base en estas 

c::onsideraci enes, los efectos de las toxinas de s;:.. noxius sobre la libe­

raci6n de GABA,, fueron estL1diados en sinuptosc::::.rnas de cerebro de ra­

tón siguiendo el método de detección del neurotransmisor radioactivo. 

Este procedlrniento se llustra en l.:i Figura 9 y consiste en lo siguiente: 

los stnaptosornas se incubnn en un Ringer de composici6n fisio16gica a 

37ºC que contiene al transmisor marcado radioa.ctivnrnente ( 3 1--f-GABA) 

a la concentraci6n adecuada (O. 83 ,uCi,, O. 5 )-JM) para favorecer la ca.pt~ 

ra a través de l".:'lS sisternas de remoci6n de alta añ.nidad ubicados en 

las membranas de algunos sina.ptosomas. Una vez captado el neurot,....ar:=, 

misar marcado se estudla su liberaci6n, previa elirnina.ci6n del trans­

miso,... radioactivo que no Fue intemalizado por los sinaptosornas, para 

lo cual se inicia la perfusión con un flujo rápido (1 ml/rnin) durante 10 

minutos .. Después de este perlado de lavado el neur-otransrnisor que se 
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CAPTURA DEL NEUROTRANSMISOR RADIOACTIVO EN 
ESTUDIOS DE LIBERACION DE NEUROTRANSMISORES. 

SUSPENSION SINAPTOSOMAL 

filtro microporoso 

BOMBA PERISTALTICA 

A Mensajero Químico Rodiooctivo 

Á Mensajero Químico Frio 

Figura 11. El mecanismo de inactivación por recaptura (pg 39) 
nos permite "cargar" a 1a preparaci.Ón de elección (i.e. reba­
nadas de tejido, sinaptosomas) con el. neurotransmisor marcado ra­
dioactivamcnte, para después estudiar su liberación mediante e1 
seguimiento de 1a marca radioactiva. 

En los trabajos que presento en la parte de resultados, se 
estudió en particu1ar 1a liberación del. neurotransmisor ~ amino 
butírico (GABA). La suspensión sinaptosomal se incubó durante 10 
minutos a 37ºC en un Ringer estandar de la siguiente composición 
(mM): NaCl 127, KH2P04 1.18, KCl 3.73, CaCl2 1.8, MgS04 1.18, 
NaHC03 20, dextrosa 11.2, ácido aminooxiacético 0.1 y una mezcla 
de GABA marcado y GABA frie (0.83 ,,uCi, 0.5 .J.1M). Al finalizar la in­
cubación, se colocaron alícuotas de 1a suspensión sinaptosomal. 
sobre filtros microporosos de 0.65 pm (éstos retienen a los sinap­
tosomas caragdos con 311-GABA). Con ayuda de una bomba peristáltica, 
se eliminó la radioactividad que no fue incorporada por la prepara­
ción l.avando continuamente con e1 Ringer de perfusión respectivo. 
Alcanzado el valor de liberación basal (aproximadamente 1.5% de la 
radioactividad total incorporada por la preparación), los sinaptoso­
mas fueron sometidos a 1as diferentes condiciones experimenta1es. 



libera es s6ln aquel que fue captado por la preparación. 

o,...eguntas: 

El empleo de esta estrategia nos plantea las siguientes 

1 ... ¿El neurotransmisor radi.oactlvo que se libera de los sl­

naptosomas se cnmporta igual que et neurot.-ansmlsor 

end6gen0 contenido en las termina.les? 

2. ¿,Las mC"'lléculas marcadas y no marca.das se distribuyen 

hnmogénearnente dentro de tas terminales? 

La figura 10 modifica.da de un traba.jo de Norris y cols. 

(1983) se anexa cnn et objeto de poder comparar la libere.ci6n de un 

neurotransmisnr radioactivo c3H-GABA) detectado mediante et método 

antes descrito 9 con ta liberaciAn del GASA endógeno detectado por un 

método fluorimétric0. Cnmo se pwede apreciar en la Figura, ta detec­

ci6n por arnbos métodos genera resultados equivalentes .. 

En la literatura aparecen tanto estudios de llbera.ci6n de 

neurotransmisores marcados (ex6genos) como de neurotransrnlsores 

end6genos indistintamente. Sin embargo, es difrcn encontrar en un 

mLsmn trabajo los mismos r"esultados obtenidos pnr dos métodos de 

detecci6n. Es por eso que me permltí incluir la figura 10, con obje­

to de validar el rnétodo de detección que se utilizó en los trabajos rea 

lizados en esta tesis. 
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COMPARACION DE LA LIBERACION DEL TRANSMISOR RADIOACTIVO 
Y EL TRANSMISOR ENDOGENO. 
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ADAPTADA DE NORRIS Y COL. { 1983) 

Figura 12. Inhibici6n con verapamil de la liberaci6n de GABA evocada 

con veratrina 75,,..A.1M- En esta figura se puede apreciar que concentra­

ciones crecientes (30, 75 y 150,1'-lM) del bloqueador de los canales de 

ca2+, verapamil, inhiben de forma dosis-dependiente el incremento en 

la liberación tanto del GABA radioactivo como del GABA endógeno de 

sinaptosomas de corteza cerebral de rata evocada por el alcaloide 

esteroidal neurot6xico veratridina (componente activo de la veratrina) 
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PRINCIPIOS BASICOS QUE DIRIGIERON LA ESTRATEGIA 
EXPERIMENTAL 

La estrategia que dirigió la cnracterizaci6n de los erectos 

de las toxincts de Centruroides noxius sobre la liberaci6n de neuro-

transmisores, está basada en los principios que rigen las propieda-

des bioeléctrica.s de las células nerviosas. Por este motivo., a ca~ 

tinuaci6n haré un recordatorio de ciertos conceptos oñsicos que fue-

ron Gtile..s en el diseño de la estrategia que dirigió los traba.jos que 

incluyo en la p!l.rte III (Desarrollo Experirnental) de esta tesis. 

Las propiedades bi.oeléctric.as de las células resultan de ta 

existencia de una di'ferencia de potencial electroquímico transmemb~ 

nal. El potencial tran.srTlembrannl o potencial de la membrana de una 

neurona o de ta rnernbrara. de nlgunn de sus partes (sorna, dendrttas, 

a.x6n, terminales nerviosas), está dete,....mina.do ,:or las distribuciones 

y las permeabilidades relativas a los iones: Na+ K+ y Cl principal-

mente. (Es posible que el Ca2 + también contribuya a este potencial 

transmembra.nal). 

En condiciones de reposo, el citoplasma de la neurona o 

de ta terminal nerviosa presináptica, presenta. una elevada concen­

traci6n de K + y una baja concentraci6n de Na+ comparativamente con 

el fluido extracelular, en donde el K+ no excede el 5% de la concen-

t,...aci6n citoplásrnica. y el Na+ super""a. alrededor de 10 veces la con-

centraci6n citoplá.smica. La permeabilidad de la membrana en con-



dlciones de reposo es alta p.:":Lrn el potLlsio y baja pa,-.a el Na...,.... La 

per-rneabilida.d al Ct es ete~d.n. v cstt.: ..:lnL6n se distriouyc pasi­

vamente a traV'éS de ella (Figurn 13). Cn tus membranas de las 

termina.les net""""V'iosas aisladas (s1r->-t¡:.)tosornZ'ls) en reposo,. hay un ex­

ceso de cargas negativi'.1s r-.!n l<i ;:.>UrLc ,r1tr""!rnu. de ln rnemorana y un 

L._1 mernarann del 

sinaptosorna (como l.cls de ·Jtrc.:1s rnernbr~nas •...:xcitu~les) tiene; ln ca-

barrera sernip.ermcnote .:1 lñ. difusi.ún de lus t0nes :~.nt:cs niénCLor..:i.dos. 

Esta. separaci6n de cargas det•..:rrllin.a et ~ote::ncL.:J.l de reposo de la 

membrar-a et .r.;.ual es negativo (_;on :--··~::..pecto w.l extcrLOr. 

Las r\e.uron.::i.s .:::;e cor~•tJnl·_ar·\ entre_! si ~rnittendo señales. 

Estas señalE::s se ¡_.i~odu1 cuando l·t'"J dts~r10~1·.~ ancs i6nicas ·..:::. l'<:"tS 

permeabilidades relativas .:1 los to::_1nes que determinu.!"""I el potencial de 

la rnembranc:t en repose son ,.)er-turbadas _ LLJ. diferencia de ;.....iotencial 

de una rnernbra.na en reposo puede perturbars~ en dos sentidos: :-"'lipe!:. 

polarizándose,, cuando el LnterLor s~ huce aun mds negatlVO con .-es­

pecto al exterior de la rnembr.::ina y despolc:irLz~indose, cuando el in-

ter-ior se hace positivo con respecto al extertor. 

Basándose en la ecuaci6n dt::: ·:;oldmann, que relnciorlZl el 

potencial de membrana (\/rn) con las concentraciones y las permea­

bilidades relativas de los iones Na+, K+ y Cl+,. es posible predecir 

qué alter-a.cienes de permeabilidad o de concentración nos llevarían 
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CITOPLASMA 

BAJA PNa+ 

Pca2+ 

Figura 13, 

MEMBRANA EN ESTADO DE REPOSO. 

EL POTENCIAL DE MEMBRANA (V m) ES NEGATIVO 

EN EL INTERIOR CON RESPECTO AL EXTERIOR, 

ELEVADA PK+ 

tfNaJ 
+ ~canal de Na 

2+ ~canal de Ca 

FLUIDO EXTRACELULAR 

( • Rlnger estandar normal l 

Esquema para ilustrar las concentraciones iónicas relativas [) , y las permeabilidades iónicas 
relativas F' , que exhiben las terminales nerviosas cuando I¡¡ memiirana está en estado de reposo, 
Las flechas hacia arriba indican ma elevada concentración del ión respectivo (I< + 1 Na+ ,ca2+ ) 
con respecto a su concentracfÓn al otro 1 ado de la membrana, El sentido de las flechas que seña­
lan a cada uno de los 3 canales, indica el gradiente electroqu(m!co del ión respectivo en el reposo, 
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nos llevarían a una.perturbación del potencial de l"'eposo en el sentido 

de la despolarización o de la hiperpolarización. 

Vm = 

La Ecuaci 6n de Goldrnann es la siguiente 

RT 
F 

Ln 
PK+IK+lo+ PNa+INa+]o+ Pct -lct-11 
PK+{K+] ¡ + PNa+ [Na+]¡+ Pct- [ CL-]o 

En esta ecuación R es la constante de los gases, T es la ternpe-

r-a.tura en grados Kelvin y F es la constante de Faraday. PK+, 

PCl - indican las permeabilidades relativas de los iones respectivos 

y las letras i y o a la derecha de los signos de concentrac::i6n e [J. ) 

indican concentraci6n del i6n dentro y fuera de ta. rT\Cmbrana respectiva­

mente. 
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ll.6 FUNDAMENTOS PARA EL DISEÑO DE LA ESTRATEGIA 

EXPERIMETAL. 

Cuando el potencial de reposo de la neurona. es pertur­

ba.do, se lnduce algC.n tlpo de expresi6n o rnanif'éstaci6n de la actl-

vlclad neural. La manlf'estaci6n propia de la actividad de una ter-

minal nerviosa es la ltberaci6n de neurotransmisores. Sabemos 

que la perturbaci6n del potencial de reposo en el sentido de la des­

polar"'tzact6n, desencadena la liberaci6n de neurotransmisores. 

Ah~a bien, con base en la ecua.ci6n de Goldrnann, la despolariza­

ci6n de la membrana de los sinaptosornas que conduce a la libe..-a­

ci6n de neurotransmisores puede ser inducida de diversas maner""a5 

(Flg. 14): 

1 • Si elevarnos la concentra.ci6n del K+ externo sobre su concentr-a­

ci6n en estado de reposo, perturbaremos el potencial de la mem 

b..-ana en et sentido de la despolarizaci6n, y rnlentras rnayor sea 

el aumento en la concentración externa de ~ • mayor será la 

despolarizacl6n. Esta despolartzaci6n se vé reflejada en la li-

beraci6n de neurotransmisores de tas termina.tes nerviosas.. En 

ta figura 15 se puede observar cC>rT'lo aumenta la liberaci6n de 

3 H-GABA de sinaptosomas de cerebro de rat6n a medida que ª.!::!. 

rnenta la concentraci6n de K+ en el ringer de perf'usi6n. (La 

concentraci6n de 0" en un ringer estandar es de 4 rnM aproxi-



POTENCIAL DE MEMBRANA EN REPOSO 

pK+ »PNi, Pca2+ 
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•• • •• 

ALTERACIONES EN LAS CONCENTRACIONES O EN 50 

LAS PERMEABILIDADES IONICAS QUE GENERAN 
LIBERACION DE TRANSMISORES. 

··•Qej[K+J 
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j [ K +f: 11 ~[~a~¡··-. .... ¡ .. ,(} i p K + 

'PNa~ •••• 
...... 

1 + ·····Í'··· 
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......... __ 

···••··•·•• ~ ........ 

········~ tPca 2+ 

!:igura 14, 
Esquema que ejemplifica alteraciones del estado de reposo que inducen liberacl6n de neurotransmisores, 
P= permeabi lldad re! ativa del i6n respectivo; NT = neurotransmisor; [) = concent raci6n del i6n respectivo 
(precedida de la flecha hacia arritJa Indica elevada concentract6n con respecto al otro lado de la membrana. 
Los signos +y - se refieren al potencial (positivo o negativo con respecto al otro lado de la membrana), 
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ESTIMUL..ACION DE LA LIBERACION DE GABA INDUCIDA CON CON-

CENTRACIONES CRECIENTES DE ALTO K+. 

o 4 C'l 
<t 
~ 
w 
CD 3 
:J 
<t 
CD 2 
<t 
<.!:> 

~ o 

4 15 20 37 50 
KCI (mM) 

Figura 15. Los sinaptosornas se cargaron con GASA tritiado (0.83)-ICi, 
concentración final o. 5 µM) y se perfundieron con un Ringer estandar (SRM) 
cuyacornposici6n se indica en el trabajo III.2. de esta tesis pg 63. Una 
vez elirni nado el GASA radioactivo no captado por la preparación (con un 
lavado de 1 O minutos de perfusión a un flujo de 1 O rnl/min), se procedió 
a colectar durante 6 minutos antes de proceder a estimular la libera-
ción con alto K+. El GASA liberado en ese t iernpo corresponde a la 
1 iberacl6n basal que oscila entre O. 75 y 1 .5% y se indica con las lineas 

punteadas. Obsérvese que el GABA liberado con ta concentraci.6n de 
4mM de KCl cae dentro de los valores basales. Este punto es un control, 
ya que el Ringer estandar contiene esta concentración de potasio. 
Los valores en las ordenadas indican la cantidad de 3H-GABA liberada en 
el minuto correspondiente al pico de la respuesta(rninuto 9) expresado como 

% de la radioactividad total contenida en los sinaptosornas al inicio de 
la perfusión. Radioactividad total = radioactividad liberada en 15 perl'u­
sados colectados cada minuto mas la radioactividad contenida en el Fi.1-
t ro al Final de la perl'usión. (datos no publicados). 
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madamente, concentraciones superiores a S mM ya inducen cierto 

grado de despolarlzaci6n). 

2. SI disminuimos la permeabilidad al K+ también alteramos las 

condiciones del esta.do de reposo, ya que en este estado la per­

meabilidad relativa at K+ es muy atta. Al disminuir la permea­

bllldad al K+ esperaríamos, segCín ta ecuaci6n de Gotdmann, una 

attera.ci6n del potencial de membrana también en et sentido de ta 

despolarizaci6n y ta predlcci6n sería aumento en ta liberaci6n de 

tra.nsm is ores. 

3. En estado de reposo, la membrana. de las termina.tes nerviosas 

exhibe una baja permeabilidad al Na+, por lo que un aumento en 

la permeabilidad al Na+. también perturbaría et potencial de 

membrana en et sentido de ta despota.rizacl6n. 

Es claro que las atteraclones en tas concentraciones o 

en tas permeabilidades relativas de los 2 cationes (Na+ y f<l°) que 

determiran principalmente el potencial de ta membrare. de tas termi­

na.les ner-viosas promueven un aumento de la liberaciOO de neurotrans 

misares. Sin embargo,, existe un tercer cati6n., el calcio, que en 

condiciones de "'eposo sigue un pa.tr6n de distribuci6n sirnitar al del 

Na+, pues su concentraci6n en el fluido extracelular es superior a 

la del citoplasma y ta membrana. exhibe gran l""'esistencia a su paso 

en el reposo. Este tercer ca.ti6n, el calcio, juega un papel crucial 

en los procesos de secr-eci6n o liberaci6n de neurotransmisores. 
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Hipótesis del Calcio 

La participación del Ca2+ en los procesos de secr-ecl6n, 

se conoce desde hace mucho tiempo. Uno de estos procesos de se-

cr-eci6n está representado por ta 11ber-acl6n de neurotransmisor-es 

desde la pre.sinápsls. En este caso et papel del ea2 + no soto es 

rece nocido sino que ha dado tugar- a ta ttamada "hlp6tesis del Cat­

eto", blen conocida por los neurocientífi.cos interesados en la cornu-

nicaci6n sináptlca mediada por mensajeros qurmicos. Esta hip6tesls 

que na.cl6 en 1969 con un trabajo de Katz, consiste brevemente en el 

postulado siguiente: "Cuando un potencial de acci6n trivade la terrnl-

nat nerviosa presináptica, ta despo1arizaci6n que genera, abre los 

canales de ca2+ sensibles a. voltaje que están inmersos en ta men"'l-

brana presináptica. Et ca2+ entra a la terminal a Favor de su gra-

diente electr-oquímico y et aumento transitorio en la concentraci6n de 

ca2+ Interno dispara ta 1iberaci6n det neurotransmisor-". (fig. 16) 

La hlp6tesis det ea2 + se reañrm6 con varlos trabajos 

enea.u za.dos a demostrar que un aumento en la concentraci6n intra.-

celular del ca2 + generaba la tiberaci6n del neurotransmisor-. Las 

estrategias empleadas para aumentar la concentración de Ca2 + lnte.!:. 

no Fueron variadas: inyección directa de ea2 + (Miledl, 1973), uso de 

lon6For-os setectlvos para Ca2 + (Klta y Vander Kloot, 1974), fusl6n 

de Hposornas cargados con ca2 + (Rahamimoff y cot.. 1978), etc. 
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DIAGRAMA QUE ESQUEMATIZA LA • HIPOTESIS DEL CALCIO" 

Estimulo - Secrecion 
C L i beracion) 

+ Reposo Vm 

Canales Ca2 + 
I ~s.,. 

f cerradosf) ~º 
Despolarizacion / J 

Canales Ca2 + 1 abiertosj j} 
--.____:----' ....__~ ....___ -_ t 1 Ca 2+ 1 i A: V dep:_ 

i Liberacion de 
Mensajero 

En e:st.:ido d'-! r-,_ ¡._;c...._,,v c.:! pc_•L....:r"ICl._~~ u~ :.:i me-m.::irana de la 
terminal prt....!.==-.:.·-"1.pttc.-i. ...:.:.... nego.t~ -'ºen el interior con res­
pecto al ·_;...<t•_,.....~or y los C.:'lnni~.:; oc-: Ca2 + sensibles a volta­
je exhU:.:)~n L>uj.:-i. perrnec~:.Yi.lu:E1d u! ión (están cerrados). 
Ante un estÍm·_,;~O despoinriz.:intc.:, el potencial de meml:>rana 
se vue:lve po"-=-u:1vo ,~,-, o:o.:l Lnter"'tor con respecto al exterior 

y los canales oc:: C.:i.2 ...:._ ~.~.scrt:os '---n t.::i. mem'::>rano. se abren 
ante el carn':::>io < ... h: ... potc..-.cial pern•:.t!..·~ndo la entr"'adaal Ca2 + 
extracclulur ~ f •r..1or de.: S'-' ;,¡rndicntc electroq ·JÍmico. Et 
aumento en ta cuncentrn.ción de c_;a~~+ en el citoplasma., 
d;t;ncra ln !i.ber.-1ción ucl ne:urotr.-:1.n·~,r-t·-,isor. 



No hab(a duda de que el aumento en la concentración del Ca.2 + 

i nternb por cualquiera de los métodos empleados encontraba 

correlato con la liberaci6n del neurotransmisor o con alguna 

rnnnifestaci6n de que se había liberado (potencial postsináptico 

excit atorio). 
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II.7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL EMPLEADA PARA CARACTE­

RIZAR EL MECANISMO DE ACCION DE LAS TOXINAS DE 

C. NOXI US SOBRE LA LIBERAC!ON DE TRANSMISORES. 

La estrategia que nos permiti6 discriminar qué canales i6nicos 

estaban directa.mente involucrados en las acciones de las toxinas de 

Centruroides noxius sobre la libe,...ación de GASA en sinaptosoma.s.., se 

pudo llevar a cabo gracias a la existencia de herrarriient as Farmacol6-

gicas con acciones específicas. 

Entre la serie de harramientas experimenta.les que fueron usa­

das para la caracterización de los eFectos de dichas toxinas en sinap­

t osomas.., algunas jugaron un papel crucial y otras si,....,,ieron para apo­

yar (por consistencia) el mecanismo de acción propuesto. 

Las evidencias electr""ofi.siotógicas indicaban que cuando menos 

dos de las toxinas (ll-1 CJ y Il-11) del veneno de E_. noxius ejercían ac­

ciones selectivas sobre las permeabilidades al Na+ o al K+ en el ax6n 

glgante del calamar (Carbone y col. 1 982) y con base en la ecuaci6n de 

Goldman y en la hipótesis del ::;a2+, habia 3 casos en los que un cambio 

selectivo de permeabilidad iÓnica daría como resultado un aumento en 

la liberaci6n del transmisor. Estos 3 casos serían los siguientes: 

l. Aumento de la per·,.-,eabilidad al ión Na+. 

2. Aumento de la permeabilidad al ión Ca2 + • 

3. Dismunici6n de la permeabilidad al i6n K+. 
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Para distinguir un efecto mediado por aumento de 1a permea-

·bi1idad a1 Na+ a través de 1os cana1es de Na+ sensib1es a vo1ta-

je, de efectos mediados por aumento de 1a permeabi1idad a1 ca2+ o 

disminución de 1a permeabi1idad a1 K+ (condiciones 2 y 3), 1a he­

.rramienta que jugó e1 pape1 discriminador fué 1a tetrodotoxina 

(TTX). La TTX, b1oquea a 1os cana1es de Na+ sensib1es a vo1taje 

con e1evada se1ectividad (pg 30). Por consiguiente, 1a 1iberación 

de1 transmisor en respuesta a la toxina de noxius bajo estudio, 

que estuviera mediada por un aumento en 1a permeabi1idad a1 Na+ a 

través de 1os cana1es de Na+ sensib1es a vo1taje, se inhibiría 

en presencia de TTX. Por e1 contrario, si 1a toxina de noxius 

en cuestión, estimu1aba 1a 1iberación de1 transmisor aumentando 

1a permeabi1idad a1 ca2+ o disminuyendo 1a permeabi1idad a1 K+ 

seguiría estimu1ándo1a en presencia de TTX. 

Cuando 1a presencia de TTX no inhibía 1a e~timu1ación de 

1a 1iberación inducida por 1a toxina de noxius se descartaba 

1a posibi1idad de que e1 efecto invo1ucrara a cana1es de Na+ sensi-

b1es a TTX. 

Para distinguir entre 1as condiciones 2 y 3, se uti1izó 1a 

-va1inomicina, que es un ionóforo se1ectivo para K+ con base en 1a 

siguiente hipótesis: Si a1 aumento en 1a 1iberación de GABA indu-

·-,:::ido-por 1a ·toxina -de --~. -noxius subyacía una disminución de 1a 

permeabi1idad a1 K+ este aumento debería ser inhibido en presencia 

de va1inomicina, 1a que, sin a1terar directamente a 1os cana1es de 

1a membrana, permitiría e1 paso de K+ a favor de su gradiente 

e1ectroquÍmico y, en consecuencia mantendría a1ta 1a permea-
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bilidad al K+. Mientras que si un aumento di recto de la permeabilidad 

al ca2 + subyacía a la acción de la. toxtna, la liberación del transmisor 

i nduclda por la toxina, no se bloquearía con valinorniclna.. La figura 

5 del trabajo 11 .2 de ln. parte dt. "Desarrollo experimental" se muestra 

el poder discriminador de este ionóforo. 

Además de esta5 herramientas farn-acot6gtca.s (TTX y valinomicina) 

que Jugaron un papel prirriorc:Hal para sugerir la causa prirrn ria de la 

liberación de GASA provocada por cada una de tas toxinas de..9_. noxius 

que fueron estudiadas, tos bloqueador-es de los canales de Ca2 + (vera­

pamU y Co2
+) tam~ién Fueron importantes: la inhibición de la liberaci6n 

del transmisor inducida por las toxinas de e. noxius en presencia de 

dichos bloqueadores nos t levó a pensar en la participación de los cana.-

les de Ca2 + sensibles a voltaje, corno evento secundario a la despola-

rizaci6n 1 nduc\da ya fuera por disminución de la permeabilidad al K+ 

ó por aumento de la permeabilidad al Na+. 

Las condici enes complementarias : ausencia. de iones específicos en 

et t(quido de perfusión que haría las veces de Fluido extracelular y las 

adiciones simultáneas de tas toxinas con otras condiciones despolarizan-

tes conocidas como medios de potasio alto, medios conteniendo vera-

t ,...ina, se usaron para ampliar ta caracterización de los efectos de cada 

una de las toxinas de Centr-uroides noxius y cornpararlos con los 



efectos sobre la Hberacl6n de transmisores mediados por Fármacos 

tales corno la 4-arnlnoplrldlna o con la veratrina.. 

Al final de la tesis en el apéndice II tltutado "Herramientas 

r armacotógicas experimentales", se encuentra una tabla que incluye 

a los Fárm.:lcos y toxinas que se usaron en los traba.jos presentados 

para Facll itar su manejo. 
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En los trabajos qu~ presento rt continuac16n. se caracterizan las 

acci. enes de algunas de las toxina!...- pur1ftcado.!;;. del vt?neno del escor­

pión Centruroides noxius sobre la liberación de GA!?-A (como ejem;:::>lo 

de transmisor) en sinaptosorn:ts. Como ln pur""ificaci6n de cada pép-

t ido (toxinn) contenido en el veneno de C. noxius i.rnpt ica mucho tra­

bajo experirnental 11 antes a~ J--r'Ooar si atguno de Los péptidos puro!":> 

alter-aba. de algún modo la libernci6n de transm~_sores, probé si la frac­

ción tóxica corn;.=>leta o fracci6n 11 que se obti~ne de la primera separaci6n 

en Sepnadex G-5:) (ver fig. 2) y que contiene a todos los péptidos (Il-1 

a II-1 4) ejercía algC&r-i efecto ~cure la liberación de GASA en sinaptoso­

mas. En la ri gura 1 7 s~ compar¿¡_ el aumento de la liberaci6n basal 

de GABA inducido por un medio d<:spolarizante de K+ alto (50 mM) 

con el aumento inducido por la fracción 11 del veneno des;¿_. noxius 

a una dosis de 1S.5 µg./mt. La discu~ión de estos datos se encuentra. 

al final de la tesis en la parte de "Di.scusi6n General", ya que me ln­

tel""'esa comparar este ~t~cto con tos inducidos por las toxinas puri­

ficadas (ll-9, II-1 O y 11-11 ) que presento en los trabajos que se en­

cuentran a continuaci6n. 
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62 
Figura 17, EFECTO DE LA FRACCION 11 DEL VENENO DE C, NOXIUS SOBRE LA 

LIBERACJON DE GABA DE SINAPTOSOMAS DE CERERRO DE RATON, 

/::,. KCI !!O mM 

O 19.!! )IQr/ml Fracción II de ~noxios 

t CONTROL 

2 4 6 8 10 12 min 

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

se empleó la fracción 11 en vez de la toxina 11-11 o NTX para estimular la \lberaclón , 
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TRABAJO 111 .1 

Toxinas naturales como "Herramien-

tas Exp erime.ntales '' en Neuroblologi'"'a. 
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TOXINAS NATURALES COMO 
''HERRAMIENTAS EXPERIMENTALES" 

EN NEUROBIOLOGIA 

Maria Sitges • 
Lourival Possani•• 
Alejandro Bay6n• 

Abstract 

The V•nof'n of the Me:idc•n -.corpion C11rrrruroldt,. noJJtlu• 
cont•ins ~eral neurotoxic peptldes, whlch amino•cki aequen­
ces haive been d•t"'"'"ined. This siudy is conce<ned vwuh the m­
chaniscn of ection of 3 neuro1o•ic PePtides (11-9. 11-10 and 11· 
11) from C nDJ/ll1u• to incre.ase GABA release- from mou- brain 
synap1090m-. 

The rel_ .. of GASA induc9d by to1111ins 11-9 and 11-10. both 
long ch•ín peptides {7000 M. wv.) whose amUloac1d a.equence"S 
exhibit ~ h'9¡' deqree of homologv. is inhibilll!'d by the vohago­
s.nsltive Na channel bloc•er, tatrodoto•1n. In contron. the 
rel•se of GASA evoKed by the s.hon chain poptlde ( :::lll" 4000 M. 
w) 11·11 C!_~ad no.-iusto:w.in (NTX} i1. not mod~fje<I by unroclo-

:•!~- .<;~:..:.~·~!!. ~~:v:e,:-,•, '~:.·::':a':1!1~~ ~.:c:.0~t1 ~~eª~S.:~: 
xinr.. In svnepTOr.onuu. the t-o long chaln toxins inaear.e '22Na+ 
penneebili1y ar"d NTX decreases 6 ºAb+ penneobi111y. The ~ 
lonophor• valynomicin completely inhiblu 1he rel••s.e induced 
by NTX. er. -•11 •• th•t evOKl!'d bV the K._ chennol blOCKr1"' 4. 
atninopyridine. Bar.ed on th~ 1indi~s. lt I• propo~ 1hat 
transrniner release induced bv NTX 15 duo 10 a depolarlza· 
Uon In respan5e to the decr-se of K+ permeability, and that 
tranunitter rwlear..e In rer.p0ns.e to toxln5 11·2 and 11·10 to ad•· 
POlari.za'tion mediat&d by the lncreiu.e In N.a Det"meability. The 
ext«n.el c.2 + dependen.e::. ot 1he 3 to•lnr. to evoioi:ed releas.e Is 
rel•ted to the actlvation of vollage 1en1i1ive Ca 2 • channelr. by 
depolerizatlon. The value of natural toxlns. ar. .. e•P«imental 
1001a··1r. discur.:se-d and their htgh potency and r.electivity ir. con. 
tinned. 

Resumen 

El veneno del alacrán meJClcano Ct!!nrruroidtr$ noxiu~ con· 
tiene vwk>s pC-ptldos neurot6JClco• cuyas t.eeUll'f'Ciar. de amino· 
kidos han sido dete1'minadas. En es-re Htudio se drt'M:'l"iben los 
mecani1.1Tt01 de acción subyacentes. a la libcrraci6n d• un neuro. 
trasmiSOf" cl.iisico IGABAJ de sinap1osoma1 da cer•bro de ra10n. 
....oc.da por 3 péptldos neurotóJCicor. de C noKlu•: 11-9. 11·10 
y 11·11. 1-a liberación de GABA Inducid• por los ~tldos ··1...-. 
gos•• (P. M. 7 000) 11·9 y 11-10. cuyas secuencias de emlnoáct­
dos exhiben ahe homología. es Inhibid• por el bloqueador de 
los c.nal .. d• Na+ sensibles a volt.ajo. 1e1rodotoxina. En con­
traste. ta liberación ...,ocoda con el P6~ido .. cona·· (P. M. 
4 000) 11-11. conocido como noJClus.toJClna CNTX•. no se ble> 
Qu- con ttn:rodotoxina. La li~ación del trauniSOf', lnduckfa 
por cualqukore de lar. 3 neurotoJClnas. es Inhibida con bloquea­
dor .. de Jos canal ... dP calclo (v•ap.amil. cobalto) y depende 

:mc:::,:,..e~!~!."bi~!~:~t~~~~~~º: ~;.~~~~;~,~~;~ 
nuv• la perm .. bllldad al ~ 6 Ab+. U NTX. al igual que el blo-

•unidad d• 0,,yrroJlo d• Tknica• Analltic~ p.IN• I• /nv ... ~¡.. 
geciOn.,., P8,ÍQ1.1i•rrl• y Nevl'Oquirn.c.. /MP..UNAM. 

• •o..,,.,.,.,,..nro d• B1010gr. Mo/tK::J/.,. d11/ /n•:iruro d• ¡,,., ... 
tigacione• Bí0n"l'1dic•a. UNAM. 

Que.ador de los c.nales de K+. 4-aminoplrldlna. no avoca llb9r• 
ción de GABA da sinaptosnm~u previamente trataoos con • 
lon6toro da K• valloomicina. Con ~se en estos resultados, -
propana que la liba-ación del trasmi..ar evocact.. con NTX, nú 
mediad• por una desoolorizacion en respuesta • la dlvnlnuclón 
d1t la Permeabilidad al K+ y la evocada 1~r las 'tOJCinas 11·9 6 11. 
10 PCW' una d~~liwización como rnultado del aumento en la 
permrabilid.td al Na•. L• dependencia d• c.. 2 • •xterno qu• 
e•hit>en l•r. 3 toxin•s p..-• Inducir llbet"eciOn "'s s..rcundarla y M 
rel.cton• con la activación de los c•nale• de ~;z+ corno cona.­
cuencia de la dnpolarizactón. Se discute el vitlot"" de las to•lnaa 
natur•lrs como .. herramientas ••P«"i6nent•I-·· y :Mt ra•flnne I• 
alta P<>tencia v r.el1te1ividad con que ~Túan. 

Introducción 

En la naturaleza existen numerosas especies produc­
toras de sustancias neurotóxicas. mismas que utilizan 
frecuentemente como mecanismo de defensa. Desde 
hace varias décadas. los estudiosos de los mecanismos 
moleculares de la comunicación nervios.a han mostrado 
interés por las toxinas naturales. Las moléculas con las 
cuales interaccionan muchas de las toxinas de oriQ:en 
natural. hasta ahora estudiadas. están directamente in. 
volucradas en la fisiolog(a de la neurotrasmisión. Alqu:· 
nas toxinas naturales exhiben elevada ~lectividOcs y 
gran efinidad por moléculas fisiológicamente impof"'t8n­
tes como canales ión1cos y receptores de neurotrauni­
misore5. lo que ha permitido, incluso. puriftcar con 
ellas a algunas de estas entidades moleculares« 1 • 7 • a. 
l2 y 18) 

dasS~~m:u~~~~~:~:~:ts~~~í~'o d~ º,r!q~nsi7,a~u~~:::.r:; 
mecanismos moleculares 5ubyaeentes a sus efectos sólo 
se conocen en contados casos. Las toxinas naturales cu­
yos mecanismos de acción e$tán establecidos. son valio­
sas '"herramientas experimentales·· para abordar el estu­
dio del funcionamiento neural en diversas preparacio­
nes. 

Distribución geogr.1fica de los escorp/on~ 

Entre las especies que producen neurotoxinas poten. 
cialmente interesantes. se encuentran los escorpiones 
que producen venenos altamente tóxicos. Su distribu. 
ci6n está restringida al Norte de Africa. Asia Cenuat. 
Brasil y México. El género representativo de México es 
el Centruroides. Entre las diferentes especies de e-ne 
género, la nox/us produce el veneno más potente. 



Purl"c.cl6n y .st1CUt1ncl~clón dt1 las toxinas d~ C. noxius 

Antes do iniciar cualquier estudio con una toxina 
potencialmente lnteresanto. es necesario que la toxina 
en cuestión haya sido purificada. 

Los péptidos tóxicos contenidos en el veneno del 
alacrán Cenrruroides noxius. cuyos efectos sobre la li­
beración de trasmisores se reponan en este trabajo, no 
sólo han sido purificados, sino que sus secuencias de 
aminoácidos tambi~n han sido determinadas por el gru­
po del doctor Lourival Poss.antl6, 19 v 20J. 

Al analizar el componente tóxico del veneno del C. 
noxlus. éste se subdividió en 14 fracciones. Oc éstas. 
las fracciones JJ.8. 11·9. 11-10, 11.11 v 11-13, resultaron 
lot.ales al ser practicada una prueba de toxicidad (inyec­
ción i.p. de 2 µg/gr de ratón). Las tracciones 11-6, 11-12 
V 11-14 fueron tóxicas y las restantes no tuvieron efec­
tos aparentes< 1 9J. 

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 caract:erist1cas. 
Los péptidos purificad.:>s de las fracciones 11-9 y 11-10 
han sido secuenciados. cuando menos en su porción 
amlnotermina1<G. 19J. 

Le comparación de sus secuenc:.ias de aminoácidos 
demuestra que existe un alto grado de homol09ía entre 
ellos (Fig. 1 ). la que también comparten con algunas 
toxinas contenidas en los venenos de alacranes de otras 
especies< 21 J. La secuencia de amino.:icidos de la NTX 
difiere totalmente de las determinadas para las toxinas 
.. largas .. 11-9 y 11-10 (Fig. 1}. 

~ , ~·ll•-11•--'•"-V•l-Lr•-i:r•-Tr. .. -s ... -rzo-Lr•·C:.lft-Cy•·•• .. -

L)'•·•l'O-CJO•- Lr•·Gl .. - i.... .. -Tyr-G 1.,-- .. _,., ... •Al• -e; l y-A.l•- L7'•­

C'y•--t.-lll.an-Gl 7'-L7'•-cy•-LT • -CY"•·Ty r ·A•• -A•"· 

:= l~::=:::=:::=:::=::::::!:::=~:=:::t::~:::=:::=~:::I 

My-G.L .. -cy•- Ly. -G 1 n·Gl .. -el }"•TYJ'- L7. -c:. a .,-... 1• -G ly-Gl ,,_ 

Figura 1. Compar.cl6n <Je las secuencias de amino.icidos de las 
to .. lnas 11·9. 11-10 v 11-11 fNTXJ Uel ""r.neno del•••­
crán mexic.11no Cenuuro,ao~ no .. ius Holfmann. 

El peso molecular de la mayor parte de las toxinas 
que han sido pw:-ificadas de los venenos de diferentes 
especies de ala-cranes es cercano a 7 000. como es el 
caso de las fracciones 11-9 y 11-10 de C. no><ius. Además 
do estas toxinas "largas'". ~n los venenos de a:gunas es· 
pec:ies de alacranes han sido detectados péptidos más 
cort.os, con pesos moleculares de 4 000 apro)( imada­
monte. La noxiustoxina (NTX) correspondiente a la 
fracción 11·11 del veneno de C. noxius es un péptido 
de este tipo. 

E't!ICro de l•s toxin~s de C. noxius sobre las 
corrientes fónicas del axón gigante dt!I c.o1l.,mar 

La actividad de las células nerviosas so expresa por 
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medio de movirnient:os i6nicos • través de sus membra­
nas. Para abordar el estudio de la comunicación nervio­
sa. encontrar toxinas o nuevos fármacos que interacc10· 
nen selectivamente con algún canal iónico es de vak>r 
primordial. Cuando las toxinas de C. noxlus fueron 
probadas sobre las corrientt.s iOnicas de Na+ y de K +en 
el axón gigante del calamar bajo pinza de volt:aje. sólo 
la toxina .. larga .. 11-10 y la NTX resultaron eh."Ct1vas. 
La primera inhibiendo selectivamente la corriente de 
Na• y la NTX bloqueando la de K+(S). 

Por mucho tiempo se pensó que el modelo de 2 ca­
nales, uno de Na• y otro de K •. que surgió del análisis 
de las corrientes iónicas de la membrana del axón, era 
aplicable a todas las membranas de la célula nerviosa. 
Sin embargo, en los últimos años. al P.Studiar las cO­
rrientes iónicas de otras regiones de la c&lu la nervio&.i'J 
(soma, terminales nerviosas). se ha ev1denc1ado la exi•­
t:encia de otros canal~ iónicosl 1 SJ. Con estos nuevos 
canales se comienzan a explicar propiedades particula­
res de las diferentes regiones membrana!~ de lo celula 
nerv;osa. Asi'. parece Que no todas las membranas están 
estructuradas de la misma forma que las del axónt 1 SJ. 

Planteamiento del problema 

Como estaba rcponado que otras toxines '"largas" 
purificadas de venenos de otra'i especies de escorpiones 
aumentaban la captura de Na•tl61. desencadenando 
así la liberación de neurotrasmisores en terminales ner­
viosas aisladas19 v 1 11. resultaba curioso que la toxina 
11-10 estuviera actuando de forma opuesta en el axón: 
inhibiendo en vez de aumentando la permeabilidad al 
Na+. 

Esta diferencia hacía interesante conocer el tipo de 
efecto que pudiera ejercer la to)(ina 11-10 de C. noxius 
sobre la liberación de neurotrasmisores v sobre los mo­
vimientos de Na+.directamente en terminales nerviosas 
aisladas (sinc:iptosomas). Considerando que también la 
'toxina 11-9. que presenta un alto grado de homología 
en la secuencia de am1noacidos con la toxina 11-1 o. ha­
bía resultado letal al inyectarse a baja dosis a ratones 
(aunque carente de efecto en el axón). en este trabajo 
t:ambién se estudiaron sus efectos en sinaptosomas. 

Además. con el antecedente de que la 4-aminopiridi­
na (4-AP). que bloquea la permeabilidad al K+ en el 
axón<251. aumenta la liberación de Glutamato. GABA 
y ACh de sinaptosomas<2 4 1. decidimos estudiar ios 
efectos de la NTX, que en el axón había inhibido la co­
rriente de K•tSI. en la liberación de trasmisores y en 
los movirn ientos de K • en sinaptosomas. 

Procedimiento 

Para determinar qué tipo de efecto ejercían tanto las 
dos toxinas º"largas'" (11·9 y 11-10) como la toxina .. cor­
t:a"' Cll-11 NTX) de C. noxius en la liberación de trasmi­
sores* se midió la liberación de GABA_ un ncurotrasmi· 
sor clásico. de terminales nerviosas aisladas de cerebro 
de ratón. 

Los sinaptosomas se aislaron según el mótodo de 
HajósCl.3>. Una vez obtenidos. se cargaron con GABA 
marcado radioactivamente (2. 3. [3 H) GABA. 0.83 µCi. 
0.5 µM final). Para seguir la liberación de este trasmi· 
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Figure 2. Efel:tO-rle1cn toxinas 11·9. 11-10 v NTX sobt'e la ltber.rti~-dfr-GABA. ~P­

tosom.:n fue'f'On cargados con GAOA r11dioact1vo y pCTfundidos con un Ringef' "°""al 
de ta siguiente como<nición lmM): Ma CI 127, KH~P04 1.18, KCI 3.73, CaCl2 1.8. 
MgS0 4 1.18, NaHC0 1 70. de;oc:tros.a 11 .2, ácido amino-o•lacetlco 0.1 mM, albúmJ~ 
bo"ina 0.1 %, pH 7 4. ·o.,,pues de lavJdo el .J H-GABA no captodo y alc.nzodo el nlv.t 
de liber~ión basal lminu1os 1 al 71. los sinJptosomas turTon Pll!'f'"fundido• c:on el mf .. 
mo Ainger sin (o). control y con la to.w;ina ba10 estudio a dife-t"en1e1 conc:•ntrac&on...._ 
L.os nUmt"'os 1un10 n los simbotos en el margen SlJPttior derecho de las 3 grélJc.• .._.. 
perlares Indican µg/ml ar\.idu.Jos de e.ad.> 1o:iciru1. GABA ll~ado/min. M reflw• • I• 
marca radioactlv .. l1ber&da par minuto. e:icporesada como '7ode la radioactlvld~d IOtal 
contenida en los sinaptosorn.-n en el minuto 1 dr! la PC'l"fusión. Cada s(mt;.olo t'e"IUlte 
del promedio de 4 a 5 e..:pef"imll!nlos independit!nlll!s. En las gr<i1icas interl0f'1n d• doM~ 
r1r1pue-ua el o/odll! GAOA libl-rado se refiere ni porcen1a¡e tora:I de radio.ctlvld.-d lrti.­
rada en presenci., de la 10 ... 1n .. (minuto• 8 ftl 12J menos la r9diactivid&d llbot"od• •n su 
aust!.'ncia durante los mismos minutos. 
En las barras St!.' indica la media ± el error esr.iodttr de los 4 a 5 eJicporlmentos lnd•Pert• 
dientes. 
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$0r. se empleó la tecnica de perfusión previamente re­
pon.ada por Tapia y Sitges<2 4 1 _ Para estudiar los movi­
mientos de K+ en sinaptosomas. se midió el eflujo de 
86 Rb+ según el metodo de Sitges y co1.123) y para los 
movimientos de Na• se midió el eflujo de 22Na+ como 
se especifica en el pie de la figura 4. 

permeabilidades relativas a ciertos iones (Na+. K+, Ca2• 
y pasivamente la de CI-; era posible que un:a .alteración 
selectiva de dichas permcabilioadt:s, por efecto de 1 .. 
toxinas, fuera la causa que estaba desencadenando la 
liberación del trasmisor. 

Pa:-a explorar esta posibilidad se diseñó una esuat• 
gia experimental que consistió en probar cómo M mo. 
d1ficaba la liberación de GABA evocada par cada un• 
de las 3 toxinas de C. noxlus, cuando ¡e aumentaba o 
bloqueaba selectivamente (con el empleo de bloquea­
dores de canales y ion6foros selectivos) la permeabfU· 
dad a Na•. K+ o Ca2•. 

Resulu.do1 

Electo de las toxinas 11-9, 11-10 y 11-11 de C.. noxíus 
sobrtt I• libtlra.:ión de GA BA en sínaptosornas 

Tanto las 2 toxinas •·rargas•· de C. noxius como la 
toxina '"cona·• incrementa,.on la liberación de GABA 
en forma dependiente a la dosis (Fig. 2). Sus dosis 
efectivas medias fueron: 2.9 nM para la NTX y a~o­
ximadamente 60 nM para las toxinas ··1argas··. Este 
aumento en la liberación de GASA podía estar media­
do por una desp0larización de la membrana sinaptoso­
mal. 

Con bese en que el potencial de membrana es fun­
ción de las concentraciones externo e interna v de las 

Efecto de /a$ toxinas 11-9, //-ro y 11-11 en 
sinaprosomas con los canCJles de N.;J+ ::ens.ib!es J 1;·0/til¡"o 
bloqueados con terrodotoxina. 

El bloqueador de los canales de Na+ s.ensiblu e voJ.. 
taie, tetrodotox1na (TTX), no impidió quo la to•I~ 
"cona-- (NTX) aumentara la liberación de GASA. En 
cambio. las toxinas ··1ar9as" 11-9 Y 11-10 perdieron IU 
efectividad para liberar al trasmisor de sinapto'°"'ª' 



prevtamf"nte tratados con TTX (Fig. 3). E:stos resulta­
dos Indicaban que I• NTX no estaba induciendo la libe­
r.ción de GASA e través de una &etiv..teión do los c3na. 
les de Na• sensibles a voltaje. mientras que la estimula· 
ción da I• liberación inducida por la toxin• 1 l-9 o por 
l• toxina 11.1 O est.oba muy probablemente relacionada 
con un aumento en la p~rmeabilidad al Na+• través de 
los canales sensibles a TTX. 
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Fag.,r• 3. EfDC'lo det bloque.dar de los. c.anahn do Nill+ ITTX) 
•"la liber.clón .-...ocnd~ oor l.is to.:1n.:u lf.-J. 11.10 ._. 
NTX de C•ntruro/Ce• nQ.x1u•. L.o• 1ln11otoaooins tu~ 
ron peorfund1dos con el H¡ng""" r'IOn'n3I .. ,..., aurenci• 
(o) o en ~encLa de tf5'tf'"Odo1o•lna loL En el m1nu. 
to lndic.do por I• tlec:ha el Ringw t•nn-.,.,n c:cnrenía 
1.6 J.IG/ml de to•lna 11·9 O 11-10 IA y B re1.DeetiY&-­
rnente) 0 0.5 J.lo/rnl dP. NT X CC). 

l. CARACTERIZACION DEL EFECTO LIBERADOR 
EVOCADO POR LAS TOXINAS :1.9 Y 11-10 

E,.cro ~las toxinas "711r911S'' do C noxius ~n /41 
~///diKI •/Na+~ Jos sinapt0$0mM.S 

Resultaba Interesante que la toxina ••to::arga .. 11·10 

b7 

que hab(a dism¡nuido •• permeebilidod al Na• en el 
axón .. parec(a ejercer un efecto opuesto sobro die.ha 
perm.,abilidad en las termlnale-s nervio~as aisladas. T&m­
bién era notable que la toxina 11-9. stn ofocto en ol 
axón. ejerciera un efecto similar a su homóloga 11-10. 
en sinaptosomas. Esto nos llevó a estudiar el cfcc-tc, 
que podían tener estas toxinas sobre la permeabilidad 
al Na+ en la preparación sinaptosomal. Par;, ello .. mOOi­
rno~ et e flujo de 22 Na• de sinaptos.om<:1:s previamente 
cargados con el i6n radioactivo; la moncn:oina, que e5 

un ionóforo de Na•. asl como 1~ 1,1cratrina. que se une 
al c.aoat de Na'+" aumentando In pot'meabd1dad ~dicho 
16n. se emplearon como controles positivos t1n ~tos 
experimentos (Fig. 4). El aumento en l.:1 ~rme.:ibilkS-.ld 
al Na• evocado por estas toxinas. era menor que el In­
ducido por veratrina y m.¡~ aun comparado con el cbtc· 
nido en respue-sta a la monens1na. No ct>stante, ~st.e es­
tudio demostró que en efecto. ias do1 to)( ina~ "IMg•~" 
er11n capaces de aumentar la pennc.:ilJilKiad al Na• en 
los sinaptos.omas. 

Ef«:ro cft1 las roxinas //-9. 11-10 y 11-11 ~!-n 

1lnapO;.omas con Jos canales de calcio bloqur:sü'o:s. 
con cobalto o veraparnil 

Par• bloquear los canales de Ca=' .. cunten1do~ en la~ 
mcmbrana5 de sinaptosomas. t!sto-; fueron p~·rfL.ndidos 
con un Aingcr normal que cor"ltenia un bioque:-tdor or­
gánico (veraPamil) o un bloqueador inor9:in1co icobal­
to). La pres.encia de cualquiera de dicho:; bloqueador~ 
impidió a las 3 toxinas de C. noA:iu:; cs;:1mu1<lr la libera­
ción del trasmisor. En la figura 5 ~e ejemplifica el blo­
queo. con cobalto. de la liberación dt?i tra~isor en 
respuesta a las 3 toxinas. Ademas. wr.to laJ toxinas 
"ºlarga~ .. como la NTX dependen de ~.:i. prescnci."11 de 
ca2• externo para inducir liberación. ya qua di efecto 
estimulador e'VOCado por cada una de f'ila!> t~1n101Cn 
inhibido en ausencia de Ca:::.• externo1 2 ::J 1 (F•y. 6}. 

Mecanismo de acción de /43 toxinas -1.7rpJ!: ... 

El aumento en la pcrme.:ibd1d<Td .-.; N,"! -. o(tVOCddo por 
las toxinas 11-9 y 11-10 aunado~¡ blcq1_.•:1..'"' cvn T"":'-X d;· 
Ir liberación evocada por dichas toxin<.1s. 1ndic~t.:>a qu~ 

una despolari::zación da la mcmbran.1 s1nup:os:ornal tr..is 
la ent.r.;;,da dP. Na+ por los c~'ln...iles de Na• sensibles a vol­
taje. er¡., la causa def aumi!'flto ae i.1 lit>tJ3C!Ón de G,-.":1.,,8A 
evoc.&do por la toxina 11-9 o por l.:i to;ein.<? 11.10. La du. 
pendencia de Ca2• externo. así comu la int-ibición por 
cobalto (o verrtpamil) del efecto de la~ 2 toxinas ''lar· 
g.u··. era muy posiblemente secundario (debido al aco­
pJ.amiento final estímulo·~rcción cfrp-cnd¡ente de la 
entrada de c~2+ a la terminan: lo d~pol.:>rizacion debi­
da. e la inter;-.eción de la toxin:l !1-9 o de Ja lf-10 con les 
can3le-s de Na*. 3Ctiv3 a lo~ canal~s de C.a 2 + :>t.."f"ls1t.,I!".'~ a 
voltaje. permitiendo la entrada d{! Ca2+ ext~rno y la lí· 
bar.ación dal neurotras.rnisor. 

11. CARACTERIZACJON OFL EFECTO LIBERADOR 
EVOCADO POR NTX 

La posibilidad de que 111 NTX estimulara la libera. 
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MINUTOS 

Flgu,.. 4. Efec'tO de Monenaina. VeT"otrfn•. \OJl(iri• 11-9 y to•ina 
11-10 en I• permeabilidad •I Na en slneptoaornaa. 
Los ain•ptos.om•s fueron ~•pendido~ eon un Rlngel'" 
norTTlal en el cual 1 ::ZO mM de NaCI so reemplazó por 
cloruro de colina y el NaHC03 por 20 rnM de Tr'h. 
Esta suspensión ain.Dtosomal ( 1 .5 rng/mll t.e cat'g6-

S~~.,;!5d,;::~t";1 u:.:-:d~~~~- T~:"~u~d:~~r':'~~::,:. 
se colocaron alícuotas Oe en• s.usP<-ns.ion sobre fil· 
rros Millipc:><e- de 0.65 J.l;rn y se lavtwon r•pk:Sarn11mte 
con el A1ng0f' de colina en el ponaflluoa Mitllpon 

~".ec::~ol:s u~~:;!~~: ~:C~:!: 3::n~t~~!:J~i f!!; 
ITasla<Jaron rapid•rnente a las C01moras de p~us.16n 
conecl.edas a una bon'lD• ~1stált1ca. Se Df°9'COCU6 a 
peir"fundir de le m¡¡.rn.m "'ª""""ª ciue en 1..p• exp,,,.lm•n. 
1oa de lib9'"".C:tón de 3 H-GABA. El 2 -N~+ liber.00 
duran1• cada minuto en auMncio !minutos 1 • 15) 
y .,, Pf'•-nci• de: (A) monen11na 10 µ.M. (B) Rin­
Det" normal. (C) v_..euln• 60 J.L..;/rril. (0) 1o•ln• 11·9 
1.5 ¡.Jtg/ml. {EJ toxina 11·10 1.5 f.JG/ml. (minuto• 16 
al 22) M eXP"IH-9 conio %del oonten\do totel de r• 
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dlo-ctlvk:fed en k>• 1lneptoson"1a1 .,, 9't ~to del 
la 9dict6ñ del f6",-,IJGº• L.a• Unee• punteada rept'9o­
Mn1.an el eOuJo d• .... Ne• obtenido •n ••pew~ 
perelelos en auaeocl• de tCrm-co. En B M granee uno 
d• euos control ... con •u• ..-rores -1~. C.CS.. 
punto .. ,. media :!:: •• 9"T'Of' en~- d• 4. e expW'j.. 
mento• lndependient .... 

ci6n de GABA. aumentando la pt:rmeab1ltciad al N•+ • 
través de los canales s.ensibles a voltaje. e$taba desc.ert.e-­
da con base en los resultados obtenidos con TTX (Fig. 
3). 
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F'1Jur• 5. Efecto del bloqueador de 101. can.al-~ c.~• CCO­
BAl.. TO)"" la libeor'•clón-oc..ada p.or-laa toxlnaall-8. 
11·10 y NTX de C.·nox1u•. Los slnaPtD.::>rna-9 tu.ron 
peoriundtdo• con el RinQer oonT\.al (o} o con un Al.,.. 
D"r oonnal en f'I cvel el CaCl7 tue M.atltuldo Por Co 
e·: (:..l. En el minuto Indicado por >a fl~ .-nbo8 
r1n.gen cont111nian 1.5 J.J.Jlml de to:xin.a 11·9 CA). 1J5 
J.19/ml de tolCln• 11-10 (8) ó 0.5 JJ.fJlml do NTX IC1. 
Cada punro n la modlai ±error eadnda.r d• 3 •~ 
mento• independiantn. 

Como en el caso de 'ª' toxinas •"largas·· .. I• 11.bef'• 
ción de GABA inducida por la NTX $e inhib(a en eu­
s.encia de Ca2• extcrno<2.J) y en presencia de b~ 
dores de los canales da ea2+ (Fi~. 5). Estas obso.nracio-



nn lndicaban que la NTX induc(a una entrada de eo2+ 
a tr...,... de los c•nales sensibles a verapamil y a Co2•. 
H..b(e entonces que determinar si la NTX activaba di· 
~ente a los canales de Ca2• o si éstos s.c activaban 
ccxno re-sultado de una despolarización dispar2tda por 
otro mec:.....isrno. E 1 hecho de que la NT X hubiera d¡.._ 
mlnuido la pafTTleahilidad al K + en t!I axón gigante del 
cal.mar,. planteaba la posibilidad de que este fuera el 
mecanismo caus.al de su et~to. Antes de pensar on al· 
g(ln otro mcc.3nismo hab1·a que encontrar una estrategia 
psra distinguir entre las dos posibilidades anotadas. 
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Figur• 15. LA libef"acl6n de GADA oen rf!1pue1ta i:, ln1 tOIOói~1 11· 

:o~''¿:;:>,.;: ~".h::: ~rr--~-=~•e:!• e~%::~t:~°Ao~ 
llb9r9do durante 5 minutot de 1t!0ópo1ic16n de lo$ ,;. 

~:::°.=n:ll~~~~:;n~18l~·~nó ~~~~~·r ~~~u~t~: :"e~~ 
EOTA &O µJ.1 IEGTAL ~altura die hu blirras es ht 
n'ledla ± l!tf'T"Of" enandar do 3 experimentos inder...en­
dtani-. • = p O.O 1. 

Erecto de Ja NTX en sinaptosomas conc1nUamente 
pet"TTJ~•bltn ., J<+ 

Para distinguir entre la libo:;ración mediada por un 
aumento directo de la perme.'1bil1dad al CJ2• o una dis­
minución diu.-ct.a di' la pcrm~audidad al K • lquc dcs­
palarizar(a te membrana y ac::1v:Jrfo la r.ntrada de Ca2•). 
los sin.aptos-amas fueron tratados COf"I el 1on6foro de 
K+ vatinomicina para Olumen'!ar. ~n fo:-r.ia indcpendien. 
te de can•les. su permeabilidad c:ol K•. Si el efecto de la 
NTX sobre la liberación d~ GABA e~tab.'1 mediado por 
una di~minución de la perm~abilidad al K +por canales 
de K•. los sinaptosomas trat.ttdos con "al1nomicina no 
r"O'SpOnderían a la NTX. Por otro lado, si el f fecto de la 
NTX e-n.aba mediado por un aumento directo de la per­
rne•bllidad al ca2•. la presencia de valinomic1na no de­
bería ámpedir la liberación mducida por NTX. 

En la figur~ 7 se rnut:str"a que ia r-.ITX no es capn~ de 
9'Vocar liberación de sinaptosomas tratados ccn valino­
mlcina. Tampoco la 4-aminopiridina (un b'oqueador de 
c..n.le-s de K•)~ fue CdP.lZ de inducir liberación en pre· 
s.encia de V•linomicina. En contraste. In liberación de 
GASA evocada por un aumento en I~ permeabilidad al 
Ce2+ (inducido por el ionóforo de c.,2+. A-23 187). no 
se Inhibió con valinomicina. 
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Fl9\U• 7. N\odltlcación de la libfo:!1'ec'6n de 3 H-GABA inducida 
pof' NTX. 4-AP V A-2i_187 de 11naPto,.orn.·u tret:tdos 
con •I ion6foro de K valinomicina. Los cin.aptoso-­
~•" fueron portund1do1 con un Ringe-r n<.>nn.I sin 
(o~ v•llnomlcina 'º}. En et m.,.,uto indi.;ado POr j U! 

•l\..,c.fü.~ NTX 0.1 µ...._.(Al, 4-AP 50 µ. ...... (B) y A23·187 
6 µ,M CC). C.CS.. pun10 es la ml!'dia .:!:. erTor ~nrnd"'r de 
3 experimentos indepen::jien\M. 

Efi!!Cto d~ /11 NTX en I• perrneabi/iOad .:il K• d1.• 
los $/n11ptasomas 

Con el antecedente de que la toxina 11-1 O do C. no­
xiu$ hab1'a c¡ercido efectos contrarios en •a permeablli· 
dad al Na+ del axón y de los sinaptoM}m.as. se antojaba 
necesario estudiar si la NTX CJercla el rr11~mo efecto so­
bre la permeabilidad al K• en omba~ prepar ... ciones. Pare. 



contestar 6sto. s.e cstudi6 I• acción da la NTX en el 
eflujo de B6Rb+ (un anAlogo funcional 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 86 Rb+ de los s.inaptos.omas que fueron 
previamente carg&qos con este ión radioactivo. 
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Figuf'• 8. Efecta del• NTX y le 4-AP en el eflujo de 86 Ab+ en 

~~~==:~~;,!!~tr::n'1¡~ ~!º.,.!~:~ =:uc:d~~~: 
con un Ringe-r nOC"Tn•I. En t!I mon"lonto ;"die.do por 
la flech•. nt• Aing«" contenia NTX 0.24 µM Col o 
4.AP 200 µM (01. Lo5 reault~do• se O•Pf'"eMln COITlO 
% de la f'adloactivldad tot•I contenid• en lcu. ••"•Pto­
sorna• al inicio de la por-fu~n. 

Mt!~n/srno de acción de la NTX 

Va que en sinvptosomas. la NTX induce una disrni· 
nuci6n de la permeabilidad al 06 Rb+ y es inefectiva para 
liberar GASA de sinaptosomas cuya permeabilidad al 
K• ha sido incrernenuda con velinomtcino. se propone 
el siguiente mecanismo: la liberación de trasmisor que 
Induce la NTX debe est.:ir mediada por una despolariz• 
ci6n en respuesta a la disminución do la permeabilidad 
al K• en los s1naptosomas. La dependencia do C.a2• ex­
terno. de nueve. debe ~r s.ecundaria. re13Cionada con el 
acoplamiento entre el estímulo y el proce110 de libera­
ción. 

Comentarios y perspectivo.: futuru 

Tox/ruJ.$ 11·9 y /J. /O da Cenrrurol<Jes noxius 

En e-su trabajo Mt re.afirma el valor de las toxinas n•­
wrales COCTIO moléculas altamente s.electivas y potentes 
farmacoiógieamente. 

Los efectos opuestos de lct toxina 11-10 en el axón y 
en los s.inaptosomas indican que debe haber diferencias 
enue los canales de Na• contenidos en el ax6n y en las 
termin•les nerviosas.. Aún falt• definir si estas diferen. 
cias son estruc:turoh~·s. pero lo que s( resulta claro es 
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que la interacción de la toxina 11·10 altera en forrn• 
opu..:rsta el funcionamiento de los canales de Na+ cont.,... 
nidos en C$tas dos regiones de la célula nerviosa. Desde 
este punto de vista, rc~ulta int~resante el ht:Cho d• que 
la 1oxma '"larga'" 11-9 (que presenta una alta homología 
con la toxina --1arga .. 11·10) fuese inactiva en el axón y 
SAJ comportara de tormar casi paraleia a la toxina 11.10 
en sinaptosomas. Es materia de experimentos turutoti el 
determinar si esta:: toxinas -:.cnin capaces de de-s.enrnas­
carar poblaciones de canales. propias de las terminal.a 
nerviosas. 

La toxinas .. la•gas. .. 11·9 y 11-10 de C. noxius ... a dife­
rencia de otros fármacos capaces de aument.ar la por .. 
mcabilidad al Na+ (como la moncn~ina o la Vet"atrina) • 
dependen de la Presencia de Ca2• externo para evocat" 
la liberación de GABA de sinapto~rnas. La veratrk:U· 
nal 1 7 ) y la monensinal22) aumentan la liberación de 
GASA en ausencia de Ca2+ externo • 

Otra caractcri-;tica distintiva es que tanto la ....-.u~ 
na como la monensina son mas efic,:,ccs que las toxinas 
11-9 y 11-1 O de C. noxius. tanto para aumentar la pef'­
mcabilidad al Na ... ( F ig. 3), como Para evocar la liber• 
c10n del n~urotrasmisor< 17 Y 22). 

Estas diferent:iJs poddan ser indtcativas del vacia­
miento do diferentes pozas del neurotras.rnis.e;.r liberit­
ble. 

Una de las principales perspectivas futuras de es'ta 
traboJO es avenguar s1 las toxinas .. largas'" de C4ntn.1ro/. 
des noxius son capaces de evocar la liberación de neu­
rotr~smi~res desde una poza soluble o vesicular. Como 
el GABA libcr3do proviene preferencialmento del com­
portamiento cito~l1col4 ), este estudio s..e ampliará 
caraC'tcrizando la liberación de encefalinas endógenas 
(lcx:.il1zadas. en veslculas) s.inapto5-0male'S, en ras.puesta 
a las toxinas de C. noxius v a otros fárrnacos. Esto per. 
mtt1rá cornparM los patrones de liberacK>n. bajo dif..,. 
rentes condiciones experimental!!$. do un neurotrsstn¡;. 
sor 1;t..h:roti.:J de vcsícul:u con los. ya obtcnid~ ds I• U­
bt.•r<1'Ci6n dr. GABA. 

Noxlurtoxln .. 

Entre los pocos blOQueadores de los canales de ;<+ 
hc..sta la fecha conocidos_ la t.ITX parece ser Ja m.u po. 
tente; en los ~inaptosom2s su ED50 para evocar la Ubeo 
ración de GABA es 2.9 nM_ micntro:?s que la 4-AP r ... 
quiere concentraciones r,)i,c;romolares para evocar libe­
ración de neurotras.misoresi2 4 l. En ol axón. la NTX 
tiene una Kd de 300 nM para disminuir la COf"riente de 
K•(5), mientras que la 4-AP y el tetraetilamonio (otTO 
fármaco conocido como OloQueador de lo~ canales de 
K+l2>. son activos sobre las corriente~ da K- dei a•6n 
a concentraciones milimolares ... 

Aunque la NTX y la 4-AP s.e comportan corno bk>­
queadores de los canales de K+ e ind1JC.Cñ liberación de 
neurotrasmisores, ex is ten ciertas. diferencias ~n sus efeo­
tos. por ejemplo, su eficacia para evoc.ar l• liberec56n 
de fl"!urotrasm150rcs es difercnte{23, 24); la 4-AP es 
incapaz de aumentar la libef"aciOn de neuru:.rasmisores 
en una preparación despOIEtrizada con K+ alt.o (20 ni.M) 
(2 4 ) _ mientras que la NTX suma su efecto liberodor al 



evocado por K• 15 mMf23>. Los experin1entos de B•rt­
schat y BlauneinC 3 J sugieren la presencia de diferentes 
poblaciones de: canales de r<• en las membranas s1nap. 
toson1ales. Ld~ diferencias entre los efectos de ta NTX 
y la 4-AP podrian indicar que estos dos fármacos están 
Interaccionando prcferencialmente con diferentes po­
blocione-s de canalCs de K• o que emplean diferentes 
mL"Canismos para reducir la permeabilidad al K t-. 

Son pocos los fárm3Cos que se conocL•n como blo· 
queadores específicos de los canales de K•. Para poder 
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entender las funciones mediadas por •• nueva uramiliau 
de canales de K+ que se ha comenzado a descubrir. la 
c..aracterizeción de ""herramientas experimentales·· co­
mo la NTX. es de valor primordial. 

En resumen. la caracterización de los mecanisnios 
do acción de nuevns toxinar; natu,-ales, 50bre distintos 
e..,entos involucrados: en la traSITlir;ión nerviosa (corrien­
tes .. flUJOS iónicos. liberación de trasnusores. etc.). abre 
nuevas perspectivas en el cntendimit!nto de los procesos 
rnoleeulares que determinan la función neural. 

Este tt•balo ha sido realizado con el •PoYO •cUdonal de d-o­
nat:lvo• de CDNACYT y de la Fund.oc10n A • .J. Zeb4tda CB.C.H.J. 
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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. • and Alejandro Bayón· -t 
*Instituto de lnvest1gac1ones B1on1éd1cas. Un1vers1dad Nacional Autónorn<J r k~ Mé..::1cü. México. D F and 
tlnst1tuto Mexicano de Psiquiatría, México. O F 

Noxlustoxin (S-l'X). a 39 amino acid peplidr puritl~d from lhc 
venom OÍ tbe !\.-1cxican !IC'Orpion c~ntruroid~.s lf.O:rius, ha...c¡ ~O 
~hown to block 'oha~e-dependrnt K • currcnts in the ~uid gian• 
axon (PD'.'l!'t.AOÍ et al.., 1982; Carbone et al ... 1982). AllhouJ.C,h M!l>­

eral other dru1t5 known as K • channel block.en. in the ~quid 
axon also act on i!IOlated ncrve terminal~ to produce Kll increas.c 
in transmltter rclca......e., these ~lea"iinw cffect..c¡ ha ve not bt."'-·n '.";.hown 
to be related to a de-crea.se of K • p.:rme11.bilit)' in o¡~..napto'""°me~ 
(Vizi et al..., 1977; Tapia and Sltgt.~ 1982). In thi"' '4-ork "e 'ho.., 
that r"r-1-x lncre-a..~ lH-CiABA releuse from pcrlus..."(.f mouo¡,c hrain 
synaprosome-s. This eff~ ,,,. .•. .._ not blocked b"· ·1-rx. Ctt.h chnn­
ncl blocker.1 (Ycrapamil or Co1•) or tbc ab~nce of cxternal 
Cai. pr~"•cnt.5 the relea.sin2 cffect of this toxin. :--.TX does not 
~m to induce tran~mittcr relc-lls.c by dirt!<:tly im:rcasin~ Ca? ... 
~rmeabllltr. The K• ionophore valinomycin completel)· lnhib­
it!ti. tbe relea~ induced by :STX. as wcll us that c\'oked b~ the 
K • chunncl blockcr 4-11.minop)·ridinc; in contrn..¡t. the relea~ 
evoked by a Cah ionophore io;; not blocked by vu.linom}cin. 
These findlnRs stronR:IY !'IUgKest that the reJcasinM; etfect of NTX 
ls mcdiate-d by a decrease in K • permeabillt~·. Extt."rnal C.u.i. is 
nceded only in ordcr to couplc thi .. '"itimulus with thc rch:a"'i<e 
proC'e-55. Consistent with thi4' h)'pothc:!iis~ we pr~nr cvidt·nce 
that !'iTX blocks the efttux of -Rb• from $ynaptosomc!'.. An 
extended comparison of the etfect of 4-11.rninopyridine ~ ith that 
of !'orrX i!I also reported. 

Neurotox.1ns fron1 !:.CVeral ::,ourcc::,. 1nclud1ng tho!.c tr<>rn ~cor­
p1on vcnum:::.. havc proved to be valuablc tools for ncurnb10-
log.ical studies (Catterall. 1982~ Couraud and Jover, l 984: Nar­
ahashi. 1974). Reccntly, scveral tox.ins from the 'renom qf the 
Mexica.n scorpion CPntruroides noxau Hotfmann. havc been 
purified and the1r ammo acid scqucnccs detcrm1ncd (Po!..sam et 
al .• 1981. 1982, 1985). Thesc are basic polypept1dcs with a 
molecular wcight ofapproximately 7000; some. like nox.1 ustox.in 
(NTX). are short-chain pe>lypc:ptides with a molecular wc1g.ht 
of about 4000. NTX has bccn stud1cd on thc voltap.e-damped 
squid axon. 1n which it specifically dC"prcsscd pota5s1un1 rcr­
mcability (Carbone et al.. 1982). 

Drugs like 4-aminopyridinc (4-AP) and tetnu.·thyl.ammo­
niurn, kno~ K · channel blockcrs in the s.qu1d aAon. al!.o ;JC~ 
on ncrve tcrminals to 1ncrease transmitter relca!>C. Ho""e'" 1..."r. 
their releasing effcct has not beco shown 10 be rclatcd to a 
dccrcnsc in K • permeability across thc synaptolcma <Annstrong 
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ami lhn!>l111..I-... l •H15. Lun<lh el al.. 1476~ ·¡ ~pia and S1tgcs. l"l8::!; 
\.'11"1 et •. d .. 1'1'77. Ych et aL. 1976). llcrc. we ~huw that NTX 
1ncn:;.1:-.1..·' thl· rl·lea~c of labclcd GAUA from pcrfu-.cd mousc 
bra1n ..,yn..iptu~on1e~. V...'c ha .. c 1..harnctcn7cd tht~ acuon by 
..,tudy 1ng h<'W 1l 1?> af1C'ctcd by thc 1un compo~1t1on ofthc mcd1um 
or hy thc prcsr.:ncc ofuthcr drug!:> lhat mod1f:-- spcc1tic ion pern1c­
ah1llt1c!.. Uur rcsult .. indicatc that thc rcka~ing cfü:ct of NTX 
h duc to a rl"ducllon of K · pcrmc::ihilit:. 1n .. ynapto!'.umcs. 

Materials and Methods 

Uch d)L' ··•1••'"""en:.\ 
In e.a.ch .:xpcnmcnt the hr.uns, wnhout thc c.:crebc1lums. ol 4 adult albano 
rn1t·l• 1( l.JI stra1n) "'"ere u~cd to obt.a1n .i puní1e-d ~)'napto-.on1al fracuon 
follow1n~ thc n1cthod nf H;.1JÓ"> (197~1 ...,1th "\l~t mod1ficat1ons. Thc 
rnc1h1><l U.,,C'd tn load s:-nap1o~ml·-. "'"11h labckd CiAHA Jnd to !l.tudy 
1h re!L-.1-...· hao, Ot::l·n de.-.cnbcd prc\110u'>h ITap1a and S1q.~c!I., 1 <-18::!). Bncf-
1~. :1l1quo1' (O.X m~ !')Tutc1n 1 oíthc final !!.)'nap10-..un1al pelkt rcsu'!.pcndr.d 
1n .. k,lrP-.c (U.J:! .,,¡ werr 1ncuhatcd 110 mini m thc upwlo:.c rncd1um 
(1.27 nl'-• NaCl. 1 IH m .... KH .. ro .. J.73 rn ... , KCI. 1.:-. m ..... CaCI:. 1.18 
lfl" ~!~O •. ::o m'-' '."'-:aHCn,. ~.ll m,, de'l.trot,e, .1m1noox;.acct1c ac1d 
O. J m"· 'H-G ·\.HA (J.RJ µC1. 0.5 .u'º final conccrnr3t1on; tl'le mcd1um 
v..:1'> hubblcd ....,oth O~:CO:. 95:5. ~u s1v'!' pH 7.~l 1H-GAHA-loadcd 
s~11ap1os..1mcs(O.::!-O.J mg protctnl ""'ere placed on ~11Jl1pore tilte~(0.~5 
i•F.l) l::o-1ngon pcrfu ... 1onchamber ... ali~ncd 1n parnikl. The upt.akc med1um 
"'.i" w.1~hcd out, :.ind pcrfusa\c frac11ons CO. 5 mll ....,crr cnllected by 
p•:11,1;1h1<.. ¡:ump1ng at 1 n11n 1ntl•r-val" .\.!ter (J n11n .l lt.:s1 tTil-<hum """ªs. 
..,ub,t1t11tl_..1 fnr thc 1n1t1otl control m1•d1urn. Thc r"d10:.ict1v11v relcas.cd 
1nt" t·ach •:ollC'Ctc..1 fri1ct1un and that n:-mau11ng 1n thc hiten. ~t thc cnd 
ot tt1c t"'l'l-<:11nv:nt wa~ countcd 1n Tntosol (i-:-nck.c. 1975) 1he rclcasc 
of lat'k·k<J \...iAHI\. pr..•r minute" wa'> c:..prcsscl! a'> tht.: pc:rccntage of thc 
101..11 r•tdli,,Kt"' ll" pre~nl 1n thc "ynaplosomes at the heg1nn1ng t')f !he 
p..·1ll1'1<111 !• l" 1hc rud10a(.t1V1t~ rdeased dunn~ 12 n11n of pcrtu .. 1on 
plu~ th..1.1 l<.'rn:.i1n1n¡;:. 1n thc riltC"r at thc C"nd of thc c"pcnn1cnll 

LJ1.pcn11h•nh to ~tui..!~ thc etícct of STX on lhc rclca<>c llcak.agc) of 
th:: nt>ntn.1n,m1tll·r rr-am1no 1'\obu1 .. ·nc .:sc1d IAlli) ""'ere c.am~ out b'\I 
thc .._.une prc>el"durc a~ <iABA. C.l.C~pt that 2.S ¡.¡(."1 of 'H-AIB (2~ ¡.¿.:t 
ftn;,I) ...,a, .... ub .. lltUtl·d for thC' laheled (i/\.H/\ 1n thc uptakl' rned1um. 

/'('rfu\lo:J rneJ¡u 
Thl· 1..·t1mpo"i1l1on uf ...,tandnrd H.1n~·~r· .. 1nl-ll1um tSH.~1) u!>ed 10 pt:rfusc 
thc o,:-naptn-.omal prq"liira11on wa'.'> lm""'1.): ~a{ 'l. l ::7: Kli .P<..),. l. 18: 
K{ ·1 l. 7 .'. c·.:.ic ·1 .. l .K: !'l.tp.SU~. 1.1 s. NaHC o .. ::u. dn,1ro-.c. 1 1 :: . .ind 
o. 1 % tt'"óA An11n•Kl")ac .. ·ui.: o.1<...1d. tJ. 1 mM ..... as ¡:in::~nl to hl("X.'.\... CiAHA 
TTll't.ubol1 .. n1 '1 he hnril pH ~.l..., .:h..ltu~lt:d to 7.4 b,· ~a.,,'i1n~ the mC"d1un1 
Wtlh o .. :CO; (95.5. v.-,ll\IOI). 

íhl· (.,\.Ur'\-TC'll.-J.!!.1ng ctfC"ct prndun.•d b~ STX ""'ª'> hr.t "tud1cd wllh 
n:~rd \o 11~ dcpcndcnct• un the prl'.~n..:t" ol cxtcrnal ~a .1nd (.·a ion!.. 
Thl• C"llcct 11f N'l X wa!> al'° tcsted 1n thc prc-..;n~ of !'-.a· or (·a"· channcl 
blockeM.. f'-,;a ·-free media WC"re prcparcd by suhsutut1ng S.<t.Cl for chohnc 
.and NaHC't>. for Tri!. bulfrr. kcepm~ thc pH at 7 . .$ t·a:·-rrcc media 
wt:rc prcparcd hy c•11.clud1ng th1s 1un from !>tandard H.mgcr's and adchng 
50 ,,..,,. LCd .-'\ TTX. 0.5 ,,. .. , . ....,as UM"d to block Na· channcb. In ordcr 
tu lllt.H.:~ la·· t:hannl·b. lo" l·um.:cntrat1unsnf v.:rap:1m1l (::o j¿M 1 or ( «·•·" 
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F1gwr~ I. Effcct of NTX on the ~~ting n:lcasc of GA.BA. A. Synap­
tosomcs wcrc loaded w1th labcled GAUA ami ~rfu'-CJ as describcd in 
Matcrialsand Mcthods. At 6 mm (arroM'). thc st.andard. low-potassium. 
Ringer's med1um (SRM) was rap1dly suhst1tute<l b)' thc samc mcd1um 
{e) or by a SRM contnming 0.1 ,..._.. NTX (0) •t-t-GAUA releas.e. 1n th1s 
and in thc following figures, IS cx.press.ed a!>. thc pcrccnt.agc of thc tol31 
radioactivity prt$Cnl in thc synaptosornc.., al thc ht.¡unn1ng of thc per· 
fusion (5C'C Matcnals and Mcthods). RC3ults are mcOJns ~ SEM of J 
1ndcpendcnt expenmcnts. B. NTX do'"i.C'-rc~ponse plot. Sumulated n:· 
le:ise 1s cxpres.~ as thc d1ffcrcncc ~twcl.·n thc pcrccnta&C' toul rJd10-

activ1ty rcleascd 1n thc prescncc of NTX :md 1n thc abM:ncc of NTX 
Total ro1.dioact1v1ty n:fe~ to the total labcl conw1ncd 10 syn..1.ptos.omcs 
at the beg.mning of the perfus1on. <:..·. Scatchard plo1 of thc sumulated 
rcleaK" evoked by incrcas1ng conccntrat1on!> (3-IOU nM) of NTX. For 
B and C. rcsults are meaos of 4 indcpcndent cApcnrncnts. SE~1 '1.hown 
in H. 

(n:placing eaz-) werc pres.cnt in thc media. Thc role of K · pcnncabílity 
on thc ctfCC\ of NTX was stud1cd usantt synaptos.ume!> pcñus.c:.-d wíth ¡i 
SRM conta.ining l ~mi ofthc K• 'onophore vahnom)cin. ln ordcr to 
com¡;mrc the cff~ of NTX in thc pn:scncc of vahnom)Cln with the 
cffects of lhc K • channcl blocker 4-AP (20 J,f.M) or 1hc c:a.1 • ionophorc 
A-23187 (5 ,... ..... ). thesc drugs wcrt" a.Jso lestcc.I in th<" p~ncc of vah-

A B e 

Fl~ 2. Passivc lcak..agc of >H-AIB in thc p~ncc of NTX or high 
concentnlti.onsofcxtcrnal potanium. JoH-AJB-loaded synaptosomes v.rcrc 
perfuscd wit.h SKM. At 6 mtn (arrow.f). the SRM wa:l sub$tituted by 
thc samc mcdium (A). by SRM containing 0.2 1o&M NTX (8). or by a SO 
mM K • depola.rizin& mcdium (C). Rcsults are mcans ± SEM of 4 in­
dcpcn~nt cx.pcrimcnts. 

B 

~t~ 
1-·1.-&:urr .J. Releas.e ofGABA cvokcd by NTX m the prcscnce of&rX 
and m thc abscnce ofcxtemal sod.1Um. A. Synaptosom~ ~ pcrfu.sed 
w1th SRM (e) or w1th SRM conLainmg 0.5 J.1M 'TI X (O); 1""1"X (0.1 J.1M) 

was added to thesc pcrfusing media from mm 6 (arrowh~ad) to min 12. 
11. Synaptosomes 'W'Crc perfus.ed with SRM <•> or WJ.th a modi!icd SRM 
1n which Na· was rcplaced by chohne (0)~ NTX was added as indicatcd 
i.n A. Results (exprcncd as a pcrccntage of •H-GABA in synaptosomes 
befan- pcrfu'5.10n). are mean!. .:!:. SEM of J 1ndepoen<lent cxpcnments. 

nomyc1n. Expenmcnts wcre d~igned to study thc combtncd effect.s of 
NTX and a depolan.t:.1ng h1g.h-potass1um ( 15 m-..1) pcrfus.ion modium. 
\Ub'l.t1tut1ng K· far an c-qu1molar conccntration uf N:i·. The com~ 
acttun .. of NTX and \'Cratnne (2.5 µglml) and of :--OTX and 4-AP ( 1 
mM) un GAHA relcasc W~'l"C also stud1ed. 

Rubiduuu et/Ju..\.· 
Fllpcnmenl.al proc:c:-dures werc- s1m1lar t(l U1os.e uscd to study thc releas.e 
of CIABA. Synaptosomc~ wcre rcsuspcm.k<l rn SRM (2.5 mg synapto­
s.omal prolcm!ml). prcincub.atcd 5 min. and incubated in the pres.encc 
ofª"Rb• (1.5 x l~ cpmlml) for :!O mm. Ahquots (250 ,...1) from this 
suspcnsion ""'ere placed 1n m1croporous tlltcn and rap1dly washcd 3 
umes with 5 mi of cold SRM. Th1'1. prepar.ition was pcñuscd unul a 
constant .. Rb· c.·tnux was ana1ned. bcfore tesling the cffect of N"TX. 
Pcrfu~te fract1on:o;. werc collectcd e~ery JO sec. -Rb· emtu zs e~:presscd 
as thc pcrccntagc of thc tut.al r.u11oact1Y1ty pr~nt in synaptosomC"S at 
thl! bcginmng of the pcrfus1on. 

NTX tfraction 11-11 frorn the vcnom of C. noxuu Hofrtnann) w:is 

punlied .accordang to Possam et al. ( 1982). Other toxms tf"orn Uus ven­
om. 11-~.2.2 anJ 11-10. '\VCn: purificd accord1n~ to Pos..~.an1 et al. (1981). 
2.3-'H-GABA (spcciftc activ1ty 34.7 Cllnmol) and a-methyl- 1H·AIB 
(spccalic activity. 2.2 Ci/nmol) wcre obt..ainod from Ncw EngJand Nu­
clear. -Kh· Cspc.-c:tflc activity. 0.24 Ci/nmoO was from Ame~. Vc­
ratrinc hydnx:hloridc. TTX. 4-AP. vnlinomycin, nmanoox:yacctic acid. 
anJ thc cakium 1onophorc A:?31 K7 (Cólt. no. 7:S:!2) WC'n: from Sigma 
Chcmic.al Co. (St. Louis. MO). \.'C'raparntl HCI was :i gifi of K.noll 
Laboratoncs (México. D.F.). 

Resulta 

Effi?ct vfNTX on rest1ng rcleasc.• vfGAl:JA 
Synaptosomcs werc pcrfused with SR!\.1 and then cx.poscd to 
the same rnedium containing various concentrations of NTX. 
Therc was no ob~ervable dela y in thc onsct of the r-esponsc (Fig. 
lA). A dose-depcndent increasc of labclcd GABA relea.se was 
observed. Maximal stimulation was obt.aincd with 500 ng/ml 
(0.1 µM) NTX (Fig. 1 ll): highcr concentrations produced thc 
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Figurr 4. lnhibi.tion of thc rclcas.ing cffect o( NTX 1n thc abscncc: of 
ex.terna! Ca1 • or in thc pr'CSl:ncc of vcrapamil or C~ •• Synaptosomes 
wcrc pcrfwed with SRM (e. contrrl). SRM cont.aimng 20 PM vcrapamil 
(0- in A). SRM c:ai.-fn:c containing 50 ...,.,... EGTA (6). or with a SRM 
in which Ca,. wa.s replaoed for Col• (0. tn 8). In ali cases. O.\ "'""' NTX 
was addcd at 6 mtn (arroMt). Ea.ch po1nt 1s thc mean of 3 c1pcrimcnts ± 
SEM. 

sa.me response. An ED,.... of 2.9 nM NTX was calculated from 
the Scatchard plot of the dosc-respons.e data ( F1g. 1 C). 

Figure 2 shows that thc passive leai.:.agc of a nontransmitter 
amino acid. AIB. from ncrve tenntnals is not altcrcd by the 
prcsencc of NTX nor by chcm1cal depolari:r.at.ion (50 mM K•). 

E1J€!ct t~(.VTX w thr prrsencr c~(TTX and tn rhc 
absenn.• nf <-"X terna/ Na· 
Although the prcsencc of TTX in thc pcrfusing medium de­
crcases the resting relea.se ofGABA. it does not atfcct the rclcase 
evoked by NTX (Fig. 3A); nor can the absencc ofextcrnal Na• 
completcly block the NTX releasing effect (Fig. 3/l). 

lh.~pendcncc o_(the effecl of /';TX nn externa/ c·a:· and 
CaJ • pcrmcahiluy 
In the abS>Cncc ofcalcium (50 JJ.M EGTA) in the pcrfus1on mc­
dium. 1'o'TX did not increase thc rclc..a.!>C oflabcled GADA. Also. 
lhe substitution of cobalt fol" ca~· ar thc addillon o!" a low 
concentration of verapamil (10 µM) to thc mcdium blockcd the 
releas.e induced by this toxin (Fig. 4). 

Suppre.s.sivn ofth<• 1'11.'TX rjTec: by lncreu.sing K· pernwability 
Although thc pl"C5Cncc of valinomycin. a K • ionophorc. in­
creascs thc re-sting GABA releas.e. 1t completely blocks the rc­
leasc cvoked by NTX (Fig. 5A). Als.o 4-AP. a putahve K • chan­
ncl blockcr. was ineffective in evok.ing relea.se in the prescnce 
of this iono;>hore (Fi:R. 5H!. In contras\. the rclcaM: of GABA 
clicited by a calcium 1onophore (A-:3187) was not altcrcd by 
valinomycin (Fig. 5C). 

Effecl vj .'\/T.\' and 4-AP on "'Rb- effeu.x 
Experiments were carried out allowing thc ctflux of ... Rbº from 
synapto?>Omes to reach a steady state (10-1 S mio perfusion). 
Under this cond1t1on. addítion of NTX (0.2 µ.M) rapidly de­
crca.sed Rb""' cffiux to less than 10% of the rcsting value. Also. 
4-AP (200 µM) drasllcally inhibited Rb• permcabllity (Fig. ó). 

A 

::~ 

~\ 
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... 

i--9 1'=¡ ; Q L:::: -. 
., 
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Figure 5. Modh'\cation of thc relea.se of 1H..0ABA evokcd by NTX. 
4·AP. and A-23187 in thc pt'CSCDCC oíthc K• ionopbott: va.linomyciD... 
Synaptosomes wcrc pcñused witb SRM <•> or wit.h SRM conta.inina 1 
µg/ml valinomycin (O). Beginning at 6 min thesc media al.so contained 
O.t ~ NTX(A). 50~M4-AP(B).and 5J.1.M calcium ionophorcA-23187 
(C). Each point is t.hc mean of 3-4 expcrimcnts. 

Figure 6. Effoct ofl'rrX, and 4-AP on .. Rb• effiux from. ~ptosomcs. 
Filter holding ••Rb*-loadcd syn.aptosomes wcrc trR:1$ferred to parallcl 
pcrfusion chambc:rs and superfused with SRM. At the tJme in..iic:atcd 
by thc arrow. SRM w-as substituted by a SRM cont.ainin~ 0.24 J.l.M ""1"X 
{e) or 200 "'""' 4-AP (0). Results are cxpn=~ as a pcrccntage of thc 
total rad1oactiv1ty containcd in lhc synaptosorn~. 
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Figun- 7. Combincd cffccu of NTX or 4-AP and ven.trine. Syn.ap-­
tosomes wen: pcr(u.acd wtth thc SRM. and at b mm thc SRM was 
subst.itutcd as follows: A. SRM containina 0.1 JIM NTX <•>. SRM con­
taining 2.S "'8/ml vcrstrine (0). or SRM conLainina 0.1 ~M NTX plus 
~.5 ug/ml vera.trine (~). B. SRM cont.aining 20 ....... 4-AP <•>. SR M 
containina 2.5 ~mi veratri1'e (0), or SRM contamina 20 .,.M 4-AP plus 
~.S .,.gtml venatnnc (o.). R~ults are means ~ SEM of 3 1ndcpcndcnt 
Cll!,penments. 

lndependent e'q::icrimcnts wcn: carried out as a <.:ontrol of the 
spontaneous rclcasc of-Rb· foras long as JO m1n. The plateau 
after 10 min rernained. showing that the etfects of NTX OI'" 4-AP 
werc not anifactual (data not shown). 

("ombincd effccts uf.'\T.l" and \'cri.J:nnc 

At doses of NTX and vera trine producing neady half-maAimal 
effects. their cornbined actions ehcited a rclcasing response clase 
to thc sum of their separate contributaons (Fig. 7A). Similarly, 
an additivc effect was observcd bC'twcen 4-AP and vcrdlnne 
(Fig. 7 B). Whc:n thcsc cxpcrimcnts wcre peñormcd using doses 
of vcratrinc: cvok..ing the maximaJ ~ponsc, NTX or 4-AP d1d 
not funhcr mercase thc sllmulatcd releas.e uf GAMA (dala not 
shown). 

Co1n/'J1ned effects of /\IT.\ and 4-AP 
When NTX and 4-AP werc tested al doses producang max1mal 
effects. thc releas.e of GABA cvokcd by 4-AP was h1gher than 
that cvokcd by NTX. Thcir combined max1mal ctfccts wcrc not 
additivc:: Thc relea.se of GABA in the presence of both was 

n~ 
, ~ lt fil;¿'"'" 

Figw-,- S. CombiDCd ctrcct.a of NTX and 4-AP on 'H-GABA relcasc. 
Syn.aptosomes werc pcrf'uxd wilh thc SRM. and at 6 min lt was sub­
sutuled by• SRM cont&ini.n& 0.2 ,.. ... NTX (e). 1 mM 4-AP (0). or NTX 
plus 4-AP at the andica.lal conoentrationa (.ó.). Each point i• thc mean ~ 
SEM of 3 indc-pcndcnt cxpcrimcnu. 

!1~ 
~ • ¿ • ~ 

Fiprr 9. Combmed cffecu of NTX and high K· CIS m"'4) on 'H­
GABA relcasc. SynaptOM>mcs ~ perfused """lth thc SRM. abd al 6 
m1n SRM was subst1tutcd by SRM cont.aining 0.1 ,... .. NTX (e); SRM 
cont.ainin& 1 S m"" K • (0). or 15 mM K • Ringer•a conta..inin& O. l ,..M 
NTX (.O.). Each point is thc mCOLn ~ SEM of 3 expcriment.s.. 

hctwcen that produccd by NTX or 4-AP alonc (Fig. 8). At Jower 
4-AP doses. the combincd action of NTX and 4-AP always 
rcsuhed in a rclcasing response. Jo.,,...er than that evok:cd by 4-AP 
alonc (data not shown). 

Effect of NTX in th.e pre.sence of h.1gh concen/ra.Jwn.s of 
externa/ pola.s.s1um 

The cffcct of NTX on chemi.cally depolanzed synaptosome$ was 
stud1ed by adding this tox.in to a perfusing mcd1um contain.ing 
l S mM K •. The rclcasing c:ffect of NTX (0.1 µM) was super-
1mposed on lhat produccd by the depolanzi.ng medium (Fig. 9). 
Synaptosomes dcpolarized in SO mM externa.I K • relca5C'd 6 
umcs more 1H-GABA than IS rnM K- or NTX aJonc. and ~ 
addit1on of NTX did not funhcr i.ncrease this relea.s.c (data not 
shown). 

DiacuaaJon 
'Y.'c: havc shown that lhc: cxposure of syn.:s.pto~mes to NTX 
purificd frorn C. noxu.1..s venom results m an c:nh.anccd reten.se 
of preloaded labcled ncurotransmitter. In contrast •. NTX did 
not incrcase the releas.e of the nontransmitter ami.no acid 1 H­
AIB. This ditferencc sho....,..s that NTX acts on Lbc pbys.iological 
mechanisms in volved in ncurotra.nsmitt.er releasc and docs not 
ha .... ·c an indiscrimi.natc c:ffect promoting the leak.age of synap­
l0$0mal contents. 1t is not.ewonhy that the cffecuvc d05CS of 
NTX in the axon (Kd - 300 nM) (Carbone et al., 1982) and in 
synaptos.omes (ED'"' .,,, 2.9 nM) ditrer widely. In addition. the 
dclay of s.evc:ral mm to the onset of NTX action on the squid 
axon was not observed 1n the s.ynaptos.omal prcparation. lñesc 
ditlerences could be cxplained by a differencc in the acccss of 
NTX to its reccptors m cach of these prepa.rations. 

Thc rcleasing cffects of many scorpion toxins. including sorne 
frorn C. noxiu..s (Table 1 ). are med.iatcd by an in~ of Na• 
pcnncability that is block.cd by TrX. The results g.iven in Table 
1 show that toxins 11-9.::!.2 and 11-10. both long-cha.in toxins 

Table 1. GABA nlca.w- r•ok.cd by C. aori~ taxia:s in the ~ 
or m or •rrat:rine 

Scorpiun to11ns 

ScTx aJone-
ScT~ ... TTX (0.S "'""') 
ScTx ~ vcratnnc 

(2.5 ¡.¡g/ml) (7 1 ~ 11) 

Evok.ed releas.e{%) 

NTX 11-9.2..:? 
(0.1 ,..M) (0.2 ~M) 

92"' 11• 
89 ~ 22 

IMJ ~ 15 

92 = 14 
o 

297 = 32 

11-10 
(0.2 µM) 

111 ~ 21 

9"' 3 

298 ± 31 

E"'okcd r-clea1e aa e:11p~ as a pen:lC"DUlar oít.be ~una control valr.llC"L. 
• Scorp1on lo•1ns.<ScT:11J werc lested C1lher ak>ne or togelherW"lth TTX or YCt"atrinc. 
Veratnne (2.$ ...a/mil aJonc atirnulaled re~ by 7 J ~ 1 l "'9. and TTX alonc 
shahtJy decrcascd ()Q ~ 6,) tbc ~una "\laJUC. 
• SEM c.akulal.ed from J......t 1ndependcnt cxpcnrncnts.. 
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frorn e:·. 11ox111.\ vcnorn. a11i.:l.·t < i.-\.B/\ 1l.·ka~1.· l"ron"l ~'.'! napto~u111l.-~ 
in a sin1ilar way as lho~ fron1 Ta• .. rL\' s1·rrt1lutu.\ and ( · .\Ulfu\U.\ 
suf/U.\U.\ tCour.iud c-1 al.. l 9S2. Cout1nho-Nc1to '--1 al.. JlH\tJ). In 
conlrast. thc clli.:ct of NTX , ... "~ not hlocl-.xd hy 1··1·x. 1nd1l.·at1ni?,. 
that NTX Juc~ not u11..!U1.:c ( i ·'\U·'\ rclc•1~c th1 uugh thc ;1ct1-. .1t1on 
of"TTX-M:0!'.1t1 ... ·c Na· d1annL·h. lto,.,c.,.l·r. thc n:ka .. 1ni?,. •1<.:t1on 
of NIX aprx·an.·d to dcpcnJ on tht.· .-..od1un1 ~~rad1ent o.1nd thc 
sodium cqu1hbnum J><."llcnt1al. "'htch are n.:-vcr~cd 111 r--.;a·-frcl· 
media. ~1ncc thl· ~t-i~·nt.·l.· ol C)..lcrnal /"-.:;1 1et..iu1..ed tl11.· ellc1..·t1'\.l'· 
nc:o.~ uf NTX 

The 1"l.'k<:1~c ut liABA 1nduu.·1.t b' ;--.: l .. \. """'" hhKl..t.·d 1n 1h1..· 
ah~~.:ncc ol l."Xtcmal c.·a-"· or hy th1..: p1e~cn1.:1.: ,,r (·a·· ch.1nnel 
anta.g.un1~ts. "Th1~ o~rvo.u1on 1nd11.."<:ll1..·d 1ha1 a< .1 1ntlu, through 
VC'l..lpanHI ur cohalt-~t.'11~111._t.' ('.:t l.·h;.intH.·I~ 11\lf.hl tx· dirt.T\i~ 
tnduccd hy lht: 1ox1n t\rnthl·rv.i-. .. · r1..·quirc:d for thc 1ek.1--.l· p11•1..~· .. -. 
triggerc:d by NTX. 

Thc la111..·r poss1hll1t' -that NTX '-·an 1n111att.• thc: •l·k:1·.e pro­
ces.s by a mt:ehan1~n1 -dllkrcnt froni. d1rr: ... ·1 ac11va\10n ol ( .1 · 
channels-1s supported b) thc fact that th1~ 10 ..... 1n dec1c:a~c .. K · 
pcrmcab1l1ty in thc voltage-clampcd squid a-..on t< ·arbqne l"l al. 
1982). In ontcr to tc:~t 1fthc: rdca~e of(iABA e-.l1kl·d h~ ~ 1 ~ 
""'ª~ tn~crc<l h) a n:duct1un uf K · rx·rn11.:.1hil11~. -.~n.ipto~onh."' 
wcr-e trcated w1th vahnom)cin to 1ncrcase thc1r pcrn1cab11lt' to 
K • ions. In thc pre:s.cnce of th1s K • ionophon:. thl" rcka<,ang 
actton of NTX "'ª~ c:omph.·tcly hlockcd. /\.bo. thc n·lca~c.: of 
GABA c.,.okcd hy .:1-/\.P. a drug that block~ thc K · condu<..·tancc: 
1n thc pn:s~ nap11c tr.:rn11nal of thc ~quid f.1.tnt ~) nap.-,.e ( Llln~1~ 
et al.. 1976). wa!> 1nh1bited bv valinom\.ctn. In f.."Offtra .. t. th1.-· 
relea~ c.,.n)...ed hy a calc1un1 100ophnl'"c ....,;,~ not mod1hcd 1n thc 
presencc of vallnomycin. makmg 11 unhkcly that NTX could 
act b) d1rc<..·11~ 11H:rea~inµ. ca:· pcrnu:;ihtllty Thu .... the Ca> 
dcpcndence of the n:lca.-.mg cffcl.·t of NTX appcar.-. 10 t~ linkcd 
to thc.: rok of th1., ion 1n thc coupling nf.,t1n1ulu"> and ~cl.·n.·t1un. 
Ali tht.-!-.c rl.·~uh~. a long ....,.llh darcct c.:v1dcnn: that :--.:TX (and al-.o 
4-Afl') bloc}..~ ... Rb c.:lllu.'\ irl thc ~::- napto~ornal pn:p:irat1nn. '>llP­
pon thc conccpt that th1~ to-..sn induce~ n:lca-.c h~ dccrea-.,1nl~ 
K· pc:rrncabt111~. 

Thc clfCct oftnan~ ~curp1on tox1n~ that h1nd to No.i d1.tnn...-h 
is potcnliatcd 111 thc..- pl'"c~cncc of 'tcroidal a1J. .. alo1ds lil-..c verat­
ridtnc . ....,htch are al~o act1\'ator.., of ;-..;a· curn:nb (( ·attl"rall. 1•;75. 
K..n..iegcr and Blaustein. 1980: lllbncht. 1969). :--.;cllhcr thc n.:­
leasing etTect of NTX nor that of 4-AP was potenuatcd by ,·1..·­
ratrine. further supponmg the conccpt that thc mcchan1~n1 or 
action of NTX differs from that of thc scorp1on tox1nc;; actmr. 
on Na· channels (Table l ). Howevcr. thc observauon that thc 
effects ofNTX and veratnnc appear to be add1t1vc suggcsts that 
stimuli mediated through K· and Na· channel~ are capablc u! 
acting simultaneously to mercase tr.1nsm1tter reka~.:. 

Although NTX and 4-AP be ha ve a~ K · channcl b:ockcr~. 
scvt:ral d1fferenccs bct""ccn thcm ha ve hcen found. Thc ma,1n1a: 
rcleas1ng rc~pons.c evokcd 1n thc1r prl·~n~c dtlkr~. suggc~t1n¡.: 
that they mighl prefcrcntially in lera.et w1th d1ffercnt populat1on~ 
ofK· channels(Bartschatand Blaustcm. 1985~ Rogaw~.k1. 148:>) 
or that thcy could use diffcrcnt mcchantsms to reduce t-.... • rxr­
meahd1ty. In thts regard 1l ts notewonhy that thc co1nbmcd 
etTcct of NTX and 4-AP that wc obscr.n·d can ht.• 1ntcrprclcd 
eithcr as negat1vc ccoper.i.tiv11-y hetv.cen tht•m ora'\. comr~:t1tion. 
for the .-..ame s1tes. 

In the squtd ax.on. NTX block~ K · pcrmcability m ;1 "olt.i.gc­
indepcndent manner (Carbone et al.. 1982). whercas thc block­
adc produccd by 4-AP is overcorne at largc dcpolan.tations (Y ch 
et al.. 1976). Consistent w1th this obscrvauon 1s thc f10d1ng that 
while 4-AP is unable to increa~ thc releasc of transmitters in 
a depolarizcd (20 mM K•) synaptosomal prcpar..ltion (Tapia and 
Sitges. 1982). 1'."TX-induced rclcasc is ob!:>crved ovcr and above 
that produced hy 1 5 mM externa! K - . 

FinaHy. among K • channcl b1ockc~. NTX 1s thc most potcnt: 
In synaptosomes thc ED,., of NTX-induccd GABA n.:Jca~e ts 

~.ll n-..,_ wh11t- 4-AP •~ rcqu1red tn m1cromnlar concentrat1ons 
to l.."ill.·11 a mca~urahk rC'lca!!oc Crapia and S1tgcs. 1982). ln thc 
~.quid a~on. :--.OT:i... h;.1., a A:., uf 300 nM to dcprC!>!> K · pcrmt:abili1y 
({ .11·0<1n1..· l"I al .. 1982) . .,.,hcrca~ 4-/\P and TEA are active only 
111 1h1· rndhmolar ran~r (.<\rm<,tn1ng anti Brn!>lock. IQ65: Yeh et 
;11 1 '#7(1) 

!"-,; f ' act11Hl'> ha ve to he t:har;a.:tc._·nJ"cd in more detall using 
l•lhl·• 11..·d1n14ue.., and prcpar..it1on">. hui .....,ha_t wc know about its 
11H·ch.1n1~1n nf .:1l·1111n nn thl· ncrvc 1errn1nab rnakc~ 1t a prom-
1•.111~~ lulll lnr lll.'urt1h1olo!-!1Cal rc-..carch. 

Refcrcnces 
-\1111-.1rnn~:. ( '1 . .Jnd 1 .. U1n<,tot.·i-.. 1 l 'lt•5> ,'\.non1alous. rect1f1cauon in 

tht" -......¡u1d ¡..:.aant a:..on 1nJectcd w1th 1c1racthylammon1um chloride. J. 
( .rn 1•11,, ... 1 .. 1 4,'i x.,,...,_¡..7~ 

B;1n-.~ 11.11. ·IJ )-.;. -1m1 :\.L P. IUau<,1e1n 11•1K5) Calc1um-act1vatcd po-
1.1-.-.1~un ,·ti.uu1t.•h 1n l'·.ol.atcd pn-.~napllc ncr...-c terminal~ from rat 
h1.11n J 1'h-.-.1nl fLond) Jó/ -l-ll--157 

1 .ut~•nc l L \1\.-,uü.c. l 1. Pn-.. 11p1no. l. 1>. Po~sani. and ,.'\.. !wiaclick.c 
1 l'-'r.~1 ~lc.-ctl'\.t' hlocka~1..· ni ..-oll.a~l·-<lcpcndt:nl K· channcls by a 
11<•"<-"l ...._orp111n 1u-..1n ....,.Jlun:- _H.11> 9(J-41 

< .1ttl·r~1!1. v..· ,.\._ ( 1117S; < ·~><lpera11-. .. - aco..-at.ton ofact1on potenual Na• 
1011nphnn· h~ rn·urol""''"' Pr0<.: N;11I. •\.cad. Sc1. lJSA 72: l 782-
17Xr, 

< ;111cr.;.ll. '-'" A. 1 l'JX:!I Thl· en1eT~1ng molecula!'" ...-1ew of thc sodium 
d1;,innt.·I 1 rend-. f"..curo-.c1. 5: 303-305. 

< uuralHI. I· .. and l. Jn ... c.:I'" { 1984) ~1cchan1!!.m of acuon of s.cor¡non 
tu,111-.. In /lundh••uJ... ,,( .•.,11ur..il '/"t>.l.ln\. 'Vol. :!. A. T. Tu. ed .. pp. 
t>S9--078, [)el.:.k.n. Ncw York. 

( nuraud. t-· • E. JoH·r. J ~1. Duho1!>. and H. Rochar ( 1 G8::!) Two types 
,,r .. ..-,1rp1<>n t••-..1n n .. -ccplor :<.1lcs. onc rc.-lated to thc act1va11on. thc 
n\h(._·r to thc 1n.u:t1'\.~1t1on nf thc acuon potcnt1al ~1urn channel. 
1,1:00:.1..:on 20: 9-16. 

1 cn1t1nho-:--..;ett11. J. A ~- Atx.1ul-(ihan1. P. J. Norn!i.. A. J. Thomas. and 
11 F. Bradfo1d ( l 'HH)) Thc cffccts of .-,.corp1on venom toxin on thc 
rt•!e.l-...c of a1n1no ac1d ncurotran'.'.mltters from ccrcbr-J.I cortex 1n ... -1vo 
.1nd 1n -.uro. J ¡....;curochcnl. 35· 55K-5h5. 

l·nci-..~·- l · { l 975) Tnto~ol: ,\. ncw -..c1nt11lat1un ..:oclo.t..a.11 bascd on Tn-
tun-.X-10() Anal. lhochem. óJ. 55S-558. 

H.1¡0•._ t-- {1~75¡ -'\n 1mpl'"ovcd n1ethod lor thc prcparallon ofs)n.ap-
1osomal fracuon!i. in h1&,h punty. llra1n Res. 93: 485--489. 

1-..ruc~cT. B K . ..and !\.1. P. Ulau .. 1c1n { 19K0) Sod1um channcls in pre­
";o-n..apt11. ncr\l" tt"rm1nah.. J (icn. Ph;s1uL 76 287-J 13. 

1 lm;i· •. R .. K. \\i;1llon. and V Bohr ( tQ7h) Synapuc tr.in<>mu.s1on in 
thc- ._quid g1an1 \)Oapsc atlt"r p0La ... !'i.1um conductanc.e blockade w1th 
<"'\.tl·rnal >- ;.in<l -l-am1nopvnd1nc. Htophys-. J. 16: 83-Só. 

l undh. H .. 'i. (_.. Cull C..andv. S. l..cander. and S. The~Jctf ( 1976) Rc:s.­
tor.1.uon <lt transmtttc.-r rcl~a-..c 1n hotulin1um pot">Oncd sk.clet.31 mus.ele. 
Br.un Res. 110: 194--198. 

o.....;araha ... h1. T. fl47-l) Chem1cals :.is too!<;.. in thc study of exc1Lablc 
1n ... ·r:-1b1an1..·s. I'h..- .. 101. Re". 54 h 1 ~-

Pu· • ...an1. L. D .• ~i. /\. R. Dent. B. 1\.1. 1'.1anm. A. !\.1aclick.e. and l. 
~'\.cOd!i.en (1981) The ;tm1no tcnn1nal !.Cq,Uence of severa! toxins 
fn1rn ttw "cnon1 tif thc !\1c:ii.K;,in -.corp1on C"t.•n1ruruid~s no.x1us Hoff­
n-i.;,inn. ( ';lrl-,.tx·rg Re.: .... Commun. 46 207-214. 

Po<,.-..ani. L D., B. !\l. Manm. an<J l. Svcnds.cn ( 1 Q8:::!) Thc pnm.ary 
">tructure ofno,,.1u~to:oo:.1n: A K • channd block.Jng pcpude. punfied from 
thc ... enom of 1hc <,corp1on C-<·nrrurnuit•s r.ouu.f Hoffmann. C".arlsbe-rE 
H.c-,. C::immun . .¡- :!h5-::!S.9. 

Po-.'3nl. L. 1> .. B. '-1. ~arun. l. S\'cnd!">C'n. G. S. Rock. and B. W. 
Fr IC"k'.'10 ( 1 q¡.¡ s) Sc'lrplon lú'-10",, from c·cr1tr:U(>ltÍt'."i 110.l"IUS and Tll_v-
1~\ <:1·r-r:,/:.i!:,;..• J B1oche!n. :!;!V· 7 JQ-750. 

Ro~1u..-,.k.1. ~~t. .\.. ( 11.Jt'\5) Thc A-currcnt: How ub1qu11ous a fe.ature of 
e~c1tabtc cclls 1.., 1t? Trcnds Neurosc1. 8: ::! 14-219. 

l"ap1a. R .. 'lnd M S1l~t.-'!!> 1198::!} EffCC1 of 4-aminopyndine on trans­
m1ttcr n~lc;.isc m ... '.'>napto...ames. Hrain Res. 250: 291-::!9~. 

Ulbncht. v..· 119ht..;J rhe elfrct of ver.11nd1nc on c::c.c1t.ahle mcmbranes 
of ncrve and mus.ele. Er¡.;cb. Phys1ol. 8101. Chcm. E::c.p. Pharmakol. 
,._,, 18-71. 

V1;r1. E. S .. J. V.in l>1Jk. and F. F. Foldcs (1977) Elfect of4-amino­
pyridmc on acetykholinc relea~. J. :-.;eural Tran!!.m. 41: 265-274. 

Ych. J. Z.. G. S. Oxford. C. H. Wu. and T. Narahashi (1976) lntcr­
act1ons of aminopyndmes w1th poiass1urn channels of squid axon 
rncmhranc ... Bwphys. J. Ir.: 77-81. 



79 

TRABAJO III.3 

Characteriz.ati on of the actions of toxins 

II.9.2.2 and 11-1 O frorn the venorn of the 

scorpion Centruroides noxius on transmit-

ter release from mouse brain synaptosomes. 
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Characterization ofthe Actions ofToxins 11-9.2.2 and II-1 O 
from the Venom ofthe Scorpion Centruroides noxius on 
Transmitter Release from Mouse Brain Synaptosomes 
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Abstracl: Toxic peptides 11-9.::?.::? and IJ-1 O. pur-ilicd from 
Centn,roides noxius venom. bcar highly homologous N-tcr­
minal amino acid scqucnct..as. and both toxins are lcthal to 
micc. However. only toxin 11-1 O is ;ictivc on thc voltagc­
clamped squid axon. sck~tivcly dccrcasing thc voltagc-<lc­
pendent Na .. currcnt. Hcrc. wc havc tcstcd tox.ins IJ-9 and 
11-10 on synaptosomcs frorn mousc hmin: both toll.in~ 
incrcascd thc rclcasc of 1'-[·'H]aminohutyric acid 
([3 H]GABA). Thcir cffcct was complctcly hlockcd hy tctro­
dotoxin or by thc ahscncc of cxtcrnal Na·. Abo. hoth toll.in~ 
increascd Na• pcrmcahility in isolatcd ncrvc tcrminals. fk­
sides the observation that toxin 11-9 is active on synaplo­
sorncs. the effect oftoxin 11-1 O in this prcparation is t>PP<-15itc 
to that observcd in thc squid axon. Thus. our rcsults n:tlcct 
functional diffcrcnccs bctwcen thc populations of Na• ch:m­
nels in mouse brain synapto~omcs and in thc ~.quid a·Hln. 
The rclcasc ofGABA C\.'Okcd by thc~ tox.ins from synapto-

Various toxins puriticd from thc vcnoms ofAfrican 
and American scorpions havc becn sho\.vn to intcrJct 
with sodium channcls of excitable mcmhrancs (Cat­
ternll. 1976; Coutinho-Nctto et al.. 1980; Krucgcr and 
Blaustcin. 1980; Barhanin et al.. 1982; CourJud et al.. 
J982;Jaimovich et al.. 1982; Mcvcsct al.. 1982; Wang 
and Strichartz. 1982). Thesc toxins are basic polypcp­
tides of-7.000 daltons. The complete. or the N-tcr­
minal amino acid. scqucnccs of scvcral of thcm havc 
been dctcrmined to revcal high degrces of homology 
(Rochat et al.. 1979; Possani. 1984). \vhich could uc­
count for their functional similaritics. 

Scvcral toxins purificd from thc vcnom ofthc Mcxi­
can scorpion c·,_.,ururoides noxius (Possani et al.. 
1981) have becn shown to bclong to this pcptidc fam­
ily. by both molecular wcight and primary structure. 

ReccivedJunc 18. 1986;accepted November24. 1986. 
Addres.s corrcspondcnce and rcprint requt.~ls to Dr. A. llayún at 

Instituto de Jnvt..-stigaciuncs lliomL-dicas. Uni\.·ersidad Nacional Au­
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sornes n:quircd cxternal Ca2 ... and was blocked by Ca2 • 

channcl blockers (vernpamil ;ind Co2 • ). This lattcr observa­
tion is in sharp contrd.St to the relcasing action ofveratrine. 
which cvokcd release evcn in thc abscncc of externa) c.a2 +. 
Funhermorc. the action ofboth C. noxirL\. toxins was poten­
tiatcd by vemtrinc. a rL'"SUlt suggcsting they have different 
mechanisms of action. Among drugs that relea.se neuro­
trnnsmitters by increasing Na• pcrmcability. it is notewor­
thy thal ~orpion toxins are thc only oncs yct rcportcd to 
havc a strict requiremcnl fOr cxternal Ca::?•. Kcy \.Vords: 
Synaptosomcs-Relcase-')"-Aminobutyric acid-Scor­
píon toxins-Vcmtridinc-Tctrodotoxin-Calcium chan­
ncl hlockers. Sitgcs I\-1. et al. Charactcriz..ation ofthc actions 
liftoxins 11-9.2.2 and ll-10 from thc vcnom ofthc scorpion 
( 'entruroidt•.\ 11ox11u on transmittcr releas.e from mouse 
hrain ... ynapto~on1r.:~. J .. \',·uro.._it,·m. -IH .. 1745- 1 752 ( 1987). 

Toxins 11-1 O and 11-9 from this vcnom havc becn 
tcstcd on thc voJtage-clampcd squid axon: The former 
dccrcased thc peak Na• curren t. \.Vhcrcas the latter was 
incffcctive (Carbone et al.. 1982 .. 1984). Bec.ause sev­
cr.il toxins from othcr scorpion vcnoms have been 
shown to incrcase Na+ pcrmcability (Krueger and 
Blaustcin. 1980) and transmittcr rcleasc in synapto­
somcs (Coutinho-Netto et al.. 1980: Couraud et al. 9 

1982). wc decidcd to test the cffect of toxin 11-10 on 
Na-+- pcrmeability and transmittcr rcleasc in synapto­
somcs using "Y-aminobutyric acid (GABA) as u modcl 
transrnitter. Toxin 11-9 \.vas also tested in this prepara­
tion. Our rcsults show that. in contrast to the squid 
axon. both toxin 11-9 and toxin 11-1 O increase GABA 
rclcasc and Na .. perrneability in mouse brain synapto­
somes. Thcse results indicatc that Na-+ channel-inter-

Ahhrt"l'iations used: GABA. ,..-aminobutyric acid; ScTx. scorpion 
to~in; SRM. standard Ringer·s medium; TTX. tetrodotoxin. 
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acting scorpion toxins (ScTxs) may ha ve diffcrcnt ac­
tions on the populations of Na+ e han neis of thcsc two 
preparations. 

~IATERIALS AND METllODS 

I\'latcrials 
Toxin 11-9 (thc samc as toxin 11-9.2.2) and toxin 11-1 O 

from the venom ofC. mn:ius wcrc puriticd according to thc 
mcthod of Pos.sani et al. ( 1981 ). (2.J-·1 1-l]GABA (spcc. ;•et.. 
34.7 Ci/mmol) was obtaincd from Ncw England Nudc.:.u­
(Boston. MA. U.S.A.) and ::=Na· (spcc. act.. 13 mCi/mmol) 
was from Arncrsham (Arlington Hcights. IL. U.S.A.). Vcra­
trine h)·drochloric.Jc. tctn"ldotoxin crrx ). valim.)111~ •• .-in. mn­
nensin. and arninooxyacctic acid wcrc fron1 Sign1a Chcn1i­
cal Co. (St. Louis. ~10. U.S.A.). Vcrupamil-llCI ..,.,,·a~ a r.ift 
ofKnoll Labor..ttoric~(!\.1c,ico. D.F.). 

Rch~asc cxpcrimcnts 
Puriflcd synaptosom.al fr..ictions from thc hrain~ of ad uh 

albino micc (CDI strain) wc-rc ohtaincd hy a ~light modifi­
cation ofthc mcthod of Hajús ( 1475). S)-napto .. omi..~s '"''ere 
resuspcndcd in glucosc (0.3:? .\!) and loadcd with lahclc:d 
GABA. Rclcasc was studicd using a supcrfusion pn>ecdurc 
previously dcscribcd by Tapia and Sitgc~ ( 1982). ln hricf. 
0.8 mg ofsynaptosomal protcin was incub.:1tcd <Jrc1 in 5 
mi of uptakc rncdium ( l 27 m.\/ NaCI. 1.18 m.\/ KI 1:-PO.-. 
3.73 m,\/ KCI. 1.8 m.\/ CaCI=· 1.18 m.\/ t\.1gSO ... 20 m.\/ 
NaHC03 • 5.6 m.\/ g.lucosc. and 0.1 m.\/ anlinoo.,v;:.11.:ctic 
acid. pH 7.-l. containing ( 1 1 l}GABA. 0.83 µC1: final c~mcen­
tration. 0.5 µ.\/). Loadcd synaptosomcs (U.2-0.J mg ofpro­
tcin) werc tr.insfcrrcd to l\.lilliporc tiltcrs lying on multipcr­
forated perfusion chambers aligncd in par..illcl. The radioac­
tivity not incorporatcd into thc synaptus.on1cs '"ª~ wa!'.hi..·d 
out by peñusion with a standard Ringcr"c.; mcdium (SR!\.1: 
sec Pcñusion media). Aftcr thc washout pcrio<l. pcrfusatc 
fractions wcrc collccted at 1-min intcrvals (0.5 mi). At min 
6. thc mcdium to be tcstcd was substitutcd for thc initial 
control medium. Thc radioactivitv rclcascd in each col­
lected fraction and that rcmaining iñ. thc tiltcr~ ;;1t thc cnd i..1f 
the pcrfusion cx.pcrimcnt wcrc countcd in Trito~1l ( Fricke. 
1975). Thc radioactivity rclcascd undcr thc~ experimental 
conditions has beco shown to be at lca~t 9l)'(. GARA (Tapia 
and Sandoval. 1974; Lópcz-Colomé et al.. 1978). Thc rc­
sults ofthe rclcasc cxpcriments are cxpres~d as pcrccntagcs 
of the total radioactivity releascd/min (total radioactivity 
was the radioactivity relcascd during thc 1 2 min of pcrf"u­
sion plus that rernaining in thc filler at thc cnd ofthc cxpcri­
ment). 

Perfusion media 
For testing of their cffect on GABA rclcasc. toxin 11-9 and 

toxin 11-10 were addcd to a SRM. The composition ofthis 
perfusion medium was (in m.\J): 127 NaCI. 1.18 Kl-l 2 PO.-. 
3.73 KCI. 1.8 CaCh. 1.18 tv1gSO,. ::?O NallC03 • 11.2 dcx­
trose. and plus O. tc;v bovinc scrum albumin. /\minooxyacc­
tic acid (0.1 m .. \f) was present in the mcdium so that GABA 
metabolism was blockcd (Tapia. 1976). Thc final pH was 
adjusted to 7.4 by gassing thc solution with 0 2 /C0 2 (95%/ 
5% vol/vol). Sodium-free media werc prcparcd rcplacing 
NaCI with cholinc chloride and NaHCO:l with Tris buffer~ 
keeping the pH at 7.4. caz+ -free media ~vcre prcpared ex-

J. ,-..·,'UTH<hem .. i·.,¡ 48. So 6. /<.,/,\l;' 

cluding this ion frorn thc SRI\.1 and adding 50 µ.,\f EGTA. 
\Vhcn indicatcd. vcratrinc. ·1-rx. ven1p~1111il. or v;..alinomy­
cin '"ªs ;..addt..•d to thc SR.'-1 to givc tin;:il i..·om.:cntrations of 
2.5 µg/ml. 0.5 µ.\/. 20 µ.\l. and 1 µ!!,./mi (.,lu(.·k sulutions of 
vi..·r;1trim.·and valinun1yl.·in \'l.Cn.· pn.:pan:d in cthanol). \.\.'hcn 
(."OhaJt wa~ pre~·nt. it rcpJ¡K·cd C'a 2

' 

Sodiun1 cfllux cxpcrimcnts 
For stu<:f)in~ the cffcct of ttnm!-. 11-9 and 11-10 on Na'" 

pcrmc:.:1hility. · 2 Sa · clllux cxpcnmcnt~ wcre done. Thc cx.­
pcrin1cntal ~·tup and condition~ werc cornparahlc to those 
u~d in rclc•1~c c:-.pcnn1cnb: Synapto!-.OlllC!. ( 3 mg) wcrc !.US­
pcndcd in 1.5 mi uf a cholinc-SRM in which 1 :?O rn.\/ NaCJ 
in thc SRl\1 was n:placed with chulinc-CI and :?O m.\/ 
Nal ICO, ""'ith :!O m.\/ Tri~. pi 1 7.4. Thi~ ~uspcnsíon was 
ini..·uhatcd in thc prc~ncc or=.:sa· (25 µCi/ml) for 1 h. Ali­
quob (0.4 m~I frorn tlli!-. !'.U~pcn!-.inn werc pJ;:u:cd in micro­
purou., liltcr!-. ;,ind r;,ipidh ""'ª~hcd with ;,i chulinc-SR:\1 in 
:"",hich KCI ;:ind KI l:PÜ .. "ere omittl.·d. Filtcr.. holding 
··'.':'a· -Jnad1..·d .. ) napllhnme., \'1.1..·rc pcrfu~·d a .. in rdc;:1sc cx­
pcrimcnt~ (0.5 ml/min) and during a 15-min pcriod with 
SR~1 hcfúrc thc cffcct of toxin 11-10. tu:o.in lJ-9. vcrJtrinc, 
or moncn~ín was lc!.tcd. Pcrfu~tc fractinns wcrc collcctcd 
cvcry n1inutc. :-=sa • dflu:'\. is cxprcsscd as thc pcrccntagc of 
thi..· total radioactivity contC'nt in synaptosomc~ at thc timC' 
nf drug ;..additiun. Stin1ulatcd clflux ,,.,.as calculatcd as thc 
~um ofctllux valuc~aftcrdrugadditiun (min 16 - rnin 21) 
dividcd hy thc !.Urn uf cfllux. valuc~ in control cxpcrimcnts 
uvcr thc ~me pcri(_xl in thc ahs.cm.:c ofthc drug. 

Stntistics 
Studcnt"~ t test wa;c. U!<>t.:d for statistical cvaluations. 

RESlJLTS 

Effcct of to:xins 11-9 und 11-10 on GABA rclcasc: 
dosc-rcsponsc rclationships 

Figure 1 A and B sho,vs a markcd cnhanccmcnt of 
thc hasclinc rckasc ofGABA in thc prcsencc oftox.in 
11-9 or 11-1 O ( 1.5 µg/ml. -0.2 µ.\/ ). lncrcasing con­
ccntrations (frorn 0.15 to 15 µg/rnl) of thcsc toxins 
had progrcssivcly largcr cffccts on GABA rclcasc. 
Howcvcr. a rcduccd response was obscrvcd at thc 
highcst cnnccntr;1tion ( 15 µg/ml) oftoxin 11-9. Dosc­
rcsponsc curves of thcsc data (Fig. IC and D) show 
that a:. maxin1al ctfcct. toxins 11-9 and 11-10 stimulatcd 
GABA rclcasc ovcr control valucs bv -220 and 
141 (.(), rcspcctivdy. Thc maximal amoÜ.nt of GABA 
rclcascd in response to e-. noxius toxins is -30% of 
that induccd by vcratridinc (Lc.:vi el al.. 1978: Tapia 
et al.. 1985) and -5oc:n of that induccd by 50 m..1\/ K-+ 
(Arias et al .. 1984). Thc calculatcd ED.,0 values wcre 
0.40 µg/ml for toxin 11-9 and 0.32 µg/nil for toxin 11-
10 (-60 n_\/). 

Dcpcndcncc of cffcct of toxins 11-9 und 11-1 O on 
cxtcrnal Na ... and Nu .. pcrmcubility 

Thc rclcasing cffcct oftoxins 11-9 and 11-10 was ini­
tially charJctcrizcd \Vith rcgard to its dcpcndcncc on 
cxtcrnal Na+. Whcn synaptosomes wcrc pcrfused with 
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A 

:. ¡ 
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FJG. ~- Effect of toxtns 11-9 and 11-10 on 
resting refease of GABA. SynaptOSCM"neS 
were loaded with labeled GABA (300 nCi/ 
mg of protetn) and pertused as descrtbed 
In Matenals and Methods. At mm 6 {arrow). 
the SRM was raptOly replaCOd w1th the 
sarne rned1um (•) or by a SRM contwning 
1.5 .uQ/ml of tox1n 11-9 (-0.2 ,,..M: O 1n A)or 
1.5 µg/ml of toxin 11-10(-0.2 µ,.M; O 1n B). 
The percentage ot [:>H)GABA released is 
ca~tated as the percentage released/min 
or the total radroactiv1ty conta1ned in synap­
toscxnes at the beg•nning of the perlus.on 
(aher rernovnl by wash1ng of the rad.oact1v­
ity not 1ncorporated 1nto the Pf'eparattOn). 
Data are mean = SEM (bars) values frorn 
tour ar five deterrn1nattons. Log dose-re­
sponse P'ots ot tho releas1ng rosponse 
evoked by 1ncreas1ng concentratlOns {0.5-
15 .ug/ml) of tox1n 11-9 (C) or of tox1n 11-10 
(0) are also shown. Percentage ralease 
ovar contr°' l"efers to the rad10act1v1ty re­
leased frorn m1n 8 to 12 by the 1nchcated 
dose of tox1n m1nus the radioact1v1ty re­
leased dunng the same penod in the at>­
sence of tox1n. Data are mean :!: SEM of 
(bars) values frocn tour and f1vo 1ndepen­
dent expenments. respect1ve1y. lor tox1ns 
11-1oand11-9. 

2.·r 
t Q- Q $ 

i 200~IL"9 ZI-"I 

.. 
'ºº .. L 

2 

a sodium-free medium. both toxins were incffect.ive at 
cvoking GABA relcasc (Fig. 2A and C). This finding 
lcd us to test if the etfccts of thcsc toxins werc depen­
dent on the availability of Na• channcls. In fact,. thc 
prcscncc of thc voltagc-dcpendcnt Na• channel 
blocker TTX (0.5 µ..\/) in the SRM completely in­
hibited the releasing action of both toxins (Fig. 28 
andD). 

o~ u :lD e.o ,..~_, 

l::t t'º ;, 
1 LOQ J:r -IO 1 

Effect of toxin II-9 .. toxin 11-10 .. ,,.·eratrine., and 
monensin on Na ... permeability 

The eflux of 22 Na• from preloaded synaptosomes 
follo,ved exponential kinetics (Fig. 38). Addition of 
the Na• ionophore monensin increased 22 Na• efflux 
150% over control values (Fig. 3A). Veratrine stimu­
lated eillux by 60% (Fig. 3C), whereas toxins 11-9 and 
11-10 only increased it by 45 and 16%. respectively 

A C 

~r ~r ~ ~.____...____.._·º· . ...,. o .. 

B 

:r~ f,, .. ,~ 
·~ •;..-o 

2 4 6 10 m1n ~--....--,;----+--<,___.,,,,__=" 

D 

FIG. 2. Modificat;on of the retease 
of GABA evoked by toxins 11-9 and 
11-1 O in the presence of TTX or in 
the absence or extemal SOdium. 
Synaptosornes were perlused 
with SAM (e} or with SRM con­
taining 0.5 ~ TTX (0 in B and D) 
or with a modified SRM where Na* 
was replaced by ChOline (0 in A 
and C). Basal release was slightly 
decreased in the Pf'esence of TTX 
or in the absence ot Na .. _ T oxin 11-
9 or 11-1 O (1 .5 µg/ml) was present 
In these per1using media frorn m1n 
6 (arrow) to min 1 2. Aesults are 
mean ::!: SEM (bars) values lrorn 
three independent expenments. 
The percentage of [3H)GABA 
releaSed was calculated as for 
Ftg. 1. 

J .1\'ruruch••m. .. l'o/. 48. ltw'<>. 6. /987 
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FIG. 3. Effect of toxin 11-9. toxin 11-1 O. veratnne. and monensin 
on 22Na• effiux. The synaptosomal suspension (1 .5 mg/ml) was 
loaded with 22Na* (25 µC1/ml) for 1 h, rapidly washed wíth chohne­
SRM. and then perfused with SRM (see Materials and Methods). 
From min 16, the SRM contained 10 µM monens1n (A}, 60 µg/ml 
of veratrtne (C). 5 ,ug/ml ot tox1n 11·9 (D), or 4 ,..g/ml of toxin 11-10 
(E). Data are mean :!: SEM {bars) values from tour to six indepen­
dent expefiments. Ootted hnes are the curves of the mean values 
of control experiments done in parallel chambers (as in B). 22Na • 
emux is expressed as the percentage ol the total radK>activ1ty 
present in synaptosomes at 16 m1n. The d1ffe,.ences in total effiux 
In the pt"esence of the df'l..lgs compa,.ed w1th the total etflux 1n lts 
absence was s1gnificant: p < 0.005 (A). p < 0.01 (C). p < 0.05 (0). 
and p < 0.1 (E) by Student•s r test. 

(Fig. 30 and E). Na• effiux in response to toxin 11-
9 has a much slower onset than that in response to 
veratrine and a longcr-lasting effect than that in re­
sponse to toxin 11-1 O. 

Dependence ofeffect oftoxins 11-9 and 11-10 on K .... 
permeability 

The K + ionophorc valinomycin completely inhibits 
thc releasing action of K + channcl blockers (Sitges et 

J. ,,·ru,..ochi•ni. l'c>/ 4."I. So 6. IV.'17 

al.e 1986). Thc rclcasc ofGABA in response to toxins 
11-9 and 11-10 vvas only partially inhibitcd vvhen syn­
aptosomcs wcrc perfuscd in thc prcscncc of l µg/ml 
ofvalinomycin (Fig. 4). 

Dcpcndcncc of cffcct of toxins 11-9 and 11-10 on Cal• 
pcrmcability and cxtcrnn1 Cn 2 

.. 

For tcsting if thc cffcct of thcsc toxins dcpcnds on 
the availability of Ca~ .. channcls~ pcrfusion media 
containing cithcr an organic (vcrapamil) oran inor­
ganic (cobalt) ca> channcl hlockcr wcrc uscd. Thc 
prcscncc oftoxin 11-9 or 11-10 in thosc pcrfusion me­
dia was incffcctivc in inducing thc rclcasc of GABA 
(Fig. 5). 

Thc rclcasing cffcct ofthcsc toxins was also dcpcn­
dcnt on cx.tcrnal Ca:! .... Figure 6B and C shows that in 
synaptoson1cs pcrfuscd ..... ·ith a Ca~ ... -free medium {50 
µ~\t EGTA). thc cffcct of toxins 11-9 and 11-10 was 
markcdly rcduccd. This is in sharp con trust to thc ob­
scrvation that Na ... channcl activators. such as vcratri­
dinc (Lcvi et al.. 1978) or vcratrinc alkaloid mixture 
(Norris et al.. 1983; Sandoval et al., 1985). are able to 
induce GAB...-'\ rclcasc in thc absencc of externa} Cal+ 9 

cvcn at a dosc lcss than thc ED ... 0 • which induces a 
re leasing response similar to that C,·okcd by C. noxius 
toxins (Fig. 6). 

B 

1~ 
tt 10 min 

FIG. 4. Modification of ,.olease of GABA evoked by toxins 11-9 and 
11-10 in the p,.esence of the K. ionophore valrnomycin. Synapto­
somes vvere perlused vv1th SRM (•lo,. w1th SRM contain1ng 1 µg/ 
mi of valinomycin (0). F,.om min 6. these media also contained 1.5 
,..g/ml of toxin 11-10 (A} o,. toxin 11-9 (B). Data a,.e mean ~ SEM 
(ba,.s) values t,.om th,.ee to slx expenments, ,.espectively. fo,. A 
and B. The effects ol the p,.esence ot vahnomycm in A and B we,.e 
significant: p < 0.02 and p < 0.05. ,.espect1vely. The pe,.centage 
of [3H)GABA rnleased was calculated as to,. Fig. 1. 
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A e 

... 

... 

FIG. 5. lnhibltion or the reloasing 
eHect ot toxins 11-9 and 11·10 1n the 
presence or verapamil or co~lt. 
Syneptosornes were per'fused 
w1th SRM (e), SRM contetning 20 
µM verapamil (0 in A and C). or 
with SRM in which Ca2 º was re­
placed wlth Co2

" (0 In B and O). 
Basal ralease was orten de­
creased in the presenco or Ca"• 
channel blockers. In all cases. 1.5 
µg/ml of toxin 11·9 ar toxin 11-1 O. as 
ind1cated, was added trom mm 6 
(arrow). Data are mean =: SEM 
(bars) values from thToe oxpori­
ments. The percentage ot 
(

3 H]GABA l"&leased was caJcu­
lated as in Flg. 1 . 

"' 
~l ~ [ ~ ~ i ~ .e 

Dj.,10 

Combined effccts of ,·era trine. toxin 11-9 ... 
and toxin 11-10 

b o 

The incrcasc ofGABA relcase cvokcd by 1.5 µg/ml 
oftoxin 11-9 (0.2 µ.\/) alonc was 130 ± 18%. and that 
induccd by vcratrinc in a Jow conccntration (2.5 µgJ 
mi. or 4 µ,,\/: Jcss than thc ED~0) was 72 ± 27Só. \Vhcn 
both drugs wcrc prcscnt in thc mcdiurn. potcntiation 
(297 ± 32';""o) ofthcir cflCcts was obscrvcd (Fig. 7A). A 
syncrgistic cffect (298 ± 3 1 C::-0) was also obscrvcd with 
vcr..itrinc (2.5 µg/mI~ kss than thc ED,..0 ) and 1.5 µg/ 
mi oftoxin 11-10 (Fig. 7B). Thc intcr..iction bclwccn 
toxin 11-9 and toxin 11-10 "'·asstudicd by pcrfusing thc 
synaptosomal prcparation \.vith a SRf\.1conlaining0.3 
µg/ml of toxin 11-1 O (lcss than thc ED'.'oo) and 0.2 µg/ 
mi oftoxin 11-9 (lcss than lhc ED ... 0 ). Whcn both toxins 
wcrc added sirnullancously (Fig. -7C), ncithcr addition 
nor potcntiation was ob~rvcd. 

DISCUSSION 

In this work. v.·c shov •. · that thc two homologous tox­
ins 11-9 and 11-1 O from e·. noxius stirn u late thc rclcasc 
of GABA from synaptosomcs in a dose-dcpendcnt 
manner. Prcscnt evidcncc indicalcs that thc releasing 
cffect oftoxins 11-9 and ll-10 is mcdiated through an 
increasc in Na ... pcnneability: Thcir action is blockcd 
in the abscnce ofcxlcrnal Na ... or in thc prcsence of 
TTX. and both toxins incrcasc :?:?Na .. clllux in synap­
tosomcs. 

Thc possibility that thesc toxins could cvoke rclease 
by blocking K ... permeability is cxcluded on thc basis 
that the release induced by K+ channel blockerslike4-
aminopyridine (Yeh et al.. 1976) or Noxiustoxin (also 
from C. noxius vcnom: Carbone et al.. 1982) is not 

B o 

l Q Q Q~L:: Q 

n;.."KJ . 
affccted by TTX and is completely inhibited in the 
prcscncc of thc K ... ionophorc valinomycin (Sitges et 
al.. 1986). In contrast. the cffcct oftoxins 11-9 and 11-
10 was Tl"X scnsitive and only partially dcprcsscd by 
valinomycin (Fig. 4). 

The possibility that toxin 11·9 or toxin II-10 could 
cvokc rcleasc by dircctly incrcasing Ca:?+ pcnncability 
is also cxcludcd. bccausc thc rclcasc induccd by Ca:?+ 
ionophorcs. such as A·23 l 87, is nol moditlcd in thc 
prcscncc ofTTX or valinon1~dn (Silgcs el al.. 1986). 
lt is likcly that thc dcpcndcncc on cxlcrnal Ca:? ... and 
lhc blockadc by vcr..ipamil or Co:?• of thc rclcasc 
cvokcd by toxin II-9or11-10 (Figs. 5 and 68 and C) is 
duc to thc participation ofCa:?· in thc stimulus-sccrc­
tion coupling. This has becn previously suggcsted for 
thc rclcasing ctlCct ofTityustoxin ( Hcnriqucz and GÓ­
tlH!I'... 198 l: f\.1a1.:cdo and Gún1c.1-. 1982). anolhcr Na· 
channcl in1cracting ScTx. 

lt is notc\.vorthy that in contrast to toxins II-9 and 
11· l O. Na ... channcl-intcracting alkaloids. such as ve­
ratridine or vcratrinc alkaloid mixture. can induce 
transrnitter rcleasc cvcn in the absence of cxternal 
Ca:?+ (Lcvi et al.. 1978: Norris et al.. 1983; Sandoval 
el al.. 1985; prescnt study. Fig. 6A). This diffcrence 
might be due to the higher clficacy of veratridine in 
increasing both transmitter releasc and Na-.- perme­
ability in synaptosomcs. compared with these and 
olhcr toxins (Krueger and Blaustein. 1980). lt has 
been proposed that a large Na-.- intlux incrcases the 
cytosolic Ca:?+ level from intraterminal organclles 
(Bakcr and Crawford, 1975; Lowe et al.. 1976) and. 
thus. evokes transrnitter releasc. The small increase of 
:?2 Na-+ pcrmeability in response to C. noxius toxins 
cornpared with that produced by veratrine would be 

J. Nc-urochc•itr .. 1 ·01. 4H, /\"o. 6. 1987 
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FIG. 8. Externa! caJctum dependence of the releaslng effect of 
toxina 11·9 and 11-1 O and external caJcium independence of the ver­
atril'llHl'lduced ralease. Synaptosornes were perlused with SRM 
<•:control) or wlth Ca2 ... -free SRM containlng 50 ~ EGTA (0). 
Concentrations of 2.5 ,1.1g/ml ar veratrina (A), 1.5 ,1.1g/ml ot toxtn 11-
1 O (B). or 1.5 ,1.1g/ml of toxin 11-9 (C) were present in these perfus­
lng media t'rom min 6 (arrow) to min 12. Data are mean± SEM 
(bars) values from three experiments. The effect of the absence 
of external Cah was slgnificant: p < O. 1 (A). p < 0.02 (B), and p 
<:O.OS(C). 

consistent with this hypothesis. Funhermore, trans­
rnitter release from synaptosorncs in response to mo­
nensin. which drastically affects Na+ permeability 
(Fig. 3A). is also indcpcndcnt ofthe prescnce ofcxtcr­
nal Ca" (Sandoval et al.. 1985). 

A potentiation of thc cffects of steroidal alkaloids 
and other ScTxs on Na+ uptake was prcviously re­
ported (Catterall. 1980, 1982; Norman et al.. 1983). 
On this basis. it was suggested that thcsc toxic alka­
loids and ScTxs havc different sitcs of action on Na-+ 
channels (Catterall. 1975). The effect of toxins 11-9 

J Neur<Kh~m. Vol. 4.'1, /Vo t'>. /Y/'17 

and 11-10 on transmitter rcleasc is potentiated by vera­
trine. In contrast. the simultaneous prcscnce oftoxins 
ll-9 and 11-10 in the pcñusing mcdium elicits a re-

o 
.... 
"' ... 
.... 
a: 

B 

FIG. 7. Combinad effects of ver-atnne. toxin 11-9. and toxin 11-10. 
Fr-om min 6, synaptosomes wer-e perfused as follows. A: With 
SRM contalning 1.5 µg/ml of toxin 11-9 (•). 2.5 µg/ml (less than 
the ED~) of ver-atrine (0), º'" both (.ó.). B: With SRM containing 1 
µg/ml of toxln 11-1 O (e), 2.5 µg/ml ol veratnne (O). or both (.ó.). C: 
With SRM contalning 0.2 µg/ml of toxin 11-9 (•). 0.3 µg/ml of toxin 
11-10 (0), Of'" both toxins at the previous concentrations (.ó.). Data 
are mean :::!: SEM (ba,-s) values from three independent exper1-
rnents. 
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sponse barcly highcr than that produccd by toxin 11-
10 alone (Fig. 7C). a rcsult suggcsting that thcsc two 
toxins rnay share thc samc sitc of action. 

ScTxs havc bccn classificd in two groups: n and tJ 
(Cournud et al.. 1982). Thc binding of u toxins. but 
not of ¡3 toxins. to Na-+ channcls is voltagc dcpcndcnt: 
only a toxins potcntiatc thc cffcct of stcroidal alka­
toids on Na• uptakc. Thcrc is a high dcgrcc ofhomol­
ogy bct\.vccn thc N-tcrminal amino acid scqucnccs of 
toxin JI-9 frOnl Cº. llOXillS and toxin 11 fron1 C~entrll­
roidf..'.l" St~llilsus st~lliuus (Possani. 1984). thc lattcr bc­
ing a typical P toxin (Couraud et al.. 198::!). In addi­
tion. thc binding of toxin 11-10 of e·. noxius to thc 
squid giant axon is voltagc indcpcndcnt (Carbone et 
al.. 1982). which is also a char..ictcristic of ¡j toxins. 
Howcvcr. thc rclcasing cffccts oftoxins 11-9 and 11-10 
are potentiatcd by vcratrinc. lf this ctlCct is rclatcd to 
a potentiation of Na• uptakc. thcir bchavior would 
corrcspond. in this rcgard. to that ofan u toxin. Thus. 
thc prcscnt classitication rnay not cncompass ali 
classcs of ScTxs. 

Thc blockadc ofthc peak Naº currcnts by toxin 11-
10 in the squid axon (Carbone et al.. 1982) is in sharp 
contrast "vith thc incrcasc in Na• pcrrncability in­
duced by this toxin in synaptosorncs. lndccd. in thc 
fonncr prcpar.nion. thc ctfcct of TTX was thc samc 
as that of toxin 11-1 O. ""·hcrcas in thc synaptosomal 
prcpanltion. rrx blockcd thc toxin-induccd rclcasc. 
Carbone et al. ( 1984) havc found that at high conccn­
trations (>2 µg/rnl). toxin 11-10 also incrcascs and 
prolongs thc Na .. -rnaintaincd conductancc. Howcvcr. 
"vith synaptosorncs. cvcn thc lowcrdosc oftoxin 11-10 
still stimulatcs GABA rclcasc. 

For the squid axon. t""'º populations of Na· chan­
nels havc bccn postulatcd: onc rclatcd to thc fast. thc 
othcr to thc rnaintaincd Na .. conductancc (Mattcson 
and Armstrong. 1982: Carbone et al.. 1984 ). Our rc­
sults on synaptosorncs could indicatc that synapto­
somal membrancs are cnrichcd .. vith Na• channcls of 
thc maintaincd typc. A1so. thc lack of cffcct of toxin 
11-9 on the squid axon and its action on synaptosomes 
suggest differcnces in thc pc.pulations ofNa* channels 
contained in the membrancs of molluscan axons and 
mammalian ncrve terminals. 
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Organi :za.ci6n de la Discusi6n General. 

En vista de que en cada uno de los trabajos presentados se in­

cluye la discusión de los resultados del trabajo respectivo, en esta 

discuslón general de la tesis, sólo comentaré algunos puntos que, 

por las característ ica..s de las publicaciones Formales, no Fueron dis­

cutidos en et las. 

Después de presentar- por separado una. parte en donde se discute 

el papel del C-a¿+ en la liberaci6n de neurotransmisores y otra en 

donde se discuten los alcances y limitaciones de la estra.tegia emple­

ada en los trabajos de esta. tesis, finalizo con un apéndice titulado 

'':E"lrr.rfCOtos .moleculares que participan en el proceso de libera.ci6n de 

neurotransmisores", en el que ejempli fice.., con atguncs hallazgos 

ilustrativos, otros eventos moleculares que empiezan a ser ce>nside­

ra.dos en el proceso de l iberaci6n de transmisores. Este apéndice 

está escrito con objeto de ampliar et panorama conceptual de los me­

ca.ni smos de liberación de transmisores, para no limitarme a los 

relacionados con los canales presiná.pticos, que aunque e.x:plica.n el 

traba.jo experimental de esta tesis, SÓlo dan cuenta, de forma un 

tanto slrnpliFicada, del mecanismo responsable del primer evento 

(la· despolari:za.ci6n) , que tras una serie de mecanismos, a nues-

tros días obscuros, culmina en la liberación del neurd:L..-ransmisor. 
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orscusroN GENERAL y COMENTARIOS 

En l.os estudios que presenté en la parte de "Desarrollo Exper-i­

menta.1'' 11 se caracterizaron 1as acciones de algunas de las to.xi.nas pu-

,...ificadas del veneno soluble del alacrán mexloc.1.no Centru,...oldes noxlus 

sobre la 1 iberact6n de GASA, como ejemplo de transmisor, en sLna.~ 

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

liminares con la Fracción t6xica o f'r-a.cción II del veneno de S noxius 

que considero pertinente discutir a continuaci6n: La f'racci6n t6xica 

del veneno de Centruroides noxius corresponde aproximadamente al 

633 del veneno soluble total, considerando a éste constituido por las 

Fracciones I, lI y Ill (ver Figura 2 de esta tesis). Esta Fracción t6-

xica (Ir), está constituida por 14 péptidos (ver Figura 3) entre ellos, 

las toxinas homólogas de cadena larga II-9 y 11-10 y la toxina de ca­

dena. corta 11-11 o no.xtustoxin.::l, todas inductoras indivudualmente de ta 

liberaci6n de GASA en sinaptosornas ("Desarrollo Ex:pe:r""irnental"). 

Cuando apl iquá la f'racci6n Ir a una dosis de 1 9. 5 _}-19/rnl, ésta indujo 

un aumento en la liberaci 6n de GABA de sina.ptosorna..s, semejante a 

ta máxima respuesta. que se obtiene con cada una de las toxinas pura...s 

II-9, ll-10 6 NTX por separado (figura 17). Resulta curioso que, in-

dependiente.mente de cua.1 sea su mecanismo de acci6n, tanto tas to­

xinas I!-9, II-10 6 II-11 corno la Fracci6n I! completa(que además 
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de estos 3 péptidos contiene a los otros 11 péptldos), tocias aumentan la 

Ube,..aci6n del tl"'ansmlsol"' con una eficacia simllal"'. El hecho de que \a 

Fracci6n II no sea ni rnás ni menos eficaz para estimular la Uberacl6n de 

GASA que cada una. de las 3 toxinas puras estudiadas,, no se debe a sus 

dlterentes proporciones en la f,....acci6n 11 ni a las dl'Ferencia.s de potencia 

entre ellas. Aunque tomemos en cuenta que la toxina. 11-10 corresponde 

al 7.3% de la fracci6n U, la toxina 11-9 al 18.4% y la N"TX al 3.1'}(. (l=>c:r­

ssani y col. 1981 c) y aunque conside,..emos que la 1'rrX es rnás potente -

para inducir la llberaci6n de GASA (ED50 3nM, 0.01 µg/ml) que \as tox.!_ 

nas II-9 6 II-10 cuyas dosis efectivas medias pa ... a inducir la liberaci6n -

fueron de 60 nM (0.4 j-'9/ml), a la dosis de fraccl6n lI probada (19.5 µg/ 

ml) cualquiera de las 3 toxinas se encontraba. en una concentraci6n tal -

que produciría respectivamente su máxima resPL1esta sobre la libera.ci6n 

de GASA. 

Otro hecho que merece consider-aci6n es el siguiente: En-­

tre las toxinas contenicic:l.s en la 'fra.cci6n 11 algunas resultaron letales,, 

ot~s t6x:ica.s y otras no tUV'ieron erecto cuando se inyectn.ron a rato-

nas a una misma dosis (Possani y col. 1981c). Las toxinas II-9, II-1 o y 

NTX cuyos efectos sobre la liberaci6n de GASA en sinaptosomas de 

rat6n caracterizan-los, pertenecen a las toxir-.a.s cuya. inyecci.6n resul-

t6 letal. Entre las toxinas que r-esuttaron t6xica.s a esa dosis se e~ 

cuentra. la II-14. La secuencia de aminoácidos de la toxina Il-14 ~ 
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EFECTO DE LA TOXINA !1-1 4 CONTENlDA EN EL 

VENENO DE CENTRUROIDES NOXIUS SOBRE LA LIBERACION 

DE GASA DE SINAPTOSO/V\AS DE CEREBRO DE RATON. 

10 µg/ml JI -14 

fl-.._._.._ • ~ 
~-----

5 µ.g/ml lI-14 

• • 
--~·- ~ ---- -----

lµ.g /mi ll-14 

--- ... ...!.. •• 
-~-
CONTROL 

2 4 6 a 10 minutos 

• -....... ___ . -- -.-------..-·-
10 )lQ/ml JJ:-14+TT X 0.5,µM 

2 4 6 8 10 minutos 

Figura 1 e. Los siri.a.ptosomas cargados 
con GASA marca.do , se perFundieron 
durante 6 minutos con un Ringer e.sta.n­
da.r (después de lavada la radioactividad 
no incorporada por la preparación). En 
el momento indicado p::>r las Flechas. el 
Ringer estandar contenta a la toxina. 
II-1 4 del veneno de C. noxiu.s purtfi­

cada según Po.ssan1 :_~;--col. 1981 e, a 
las concentraciones indicadas. La pre­
sencia de T"TX en et Ringer de perFu­
sión impide a la toxina II-1 4 estimular 
la liberación de GABA. Esto Último in­
dica. que esta toxina ejerza su eFecto 
aumentandc la. permeabilidad al Na9i; 
(datos "'º puC"'tl i ~dos) ... 
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sent:a cler-to grado de hornol.ogra con 1.as toxlnas 1.ar-gas II-9 y Il-10 

(figura 4) cuando menos en su por-cl6n arnlno ter-rnlnal y también es 

una toxlna de cadena 1.ar-ga. Cuando esta toxlna se prob6 sobr-e La U-

beracl6n de GASA en slnaptosornas tamblén la estimul6 (figura 18) y 

su ef'ecto fué bloqueado en presencla de tetrodotoxina to que sugler-e 

que posiblemente tamblén esta toxina, corT'lo las toxinas de cadera lar 

ga II-9 y Il-10, actue mediante un aumento de ta permeabilidad al 

Na+ por los canales sensibles a voltaje; pero lo que resulta interesan 

te es advertir que la concentracl6n necesaria de toxina II-14 p.3.ra irl­

ducir una respuesta de llberacl6n de GASA es mucho mayor que la 

que se necesita. para inducir liberación del transmisor con tas 3 toxtnas 

t etales - (II-9, 11-10 y Il-11). Aunque sería arriesgado proponer que 

estos mecanismos son los responsa.bles del e~cto del veneno de los e.:! 

corplones en el animal completo,. este tipo de correlaciones resultan 

sugerentes. 

La respuesta rnáxlma de Hberaci6n de GASA provocada por 

cada una de las toxinas pur-as (Il-9, II-10, Il-11 y II-14) probadas por 

separado es del 6rden de la provocada con la Fracci6n Il y menor que 

la r-espuesta rnáxlma que induce la veratridina o ta al.ta concentra.ci6n 

de K+ en et fluído extracelutar. La estirnutaci6n rnáxirna de la libe-

r-a.ci6n de GASA en respuesta a las toxinas de C. noxius (o a ta frac­

cl6n II) es de alrededor del 300/o de la respuesta máxima a veratridi­

na (Levi y col. 1978, Tapla y col. 1985) y corno del e>o% de la respue.:::_ 
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puesta máxlma a K+ 50 mM (flgura. 17). A la Fecha no se sabe si 

las dlf'er-ent es eficacias para evocar llberacl6n de transmlsores, obt~ 

nlda..s con dlversos tratamientos son o no indicativas de por- ejemplo 

la secrecl6n desde dlFerentes posas llberables. Estas dlf'er-enc!as ~ 

recen no estar- relaciona.das con el azar ya que son r-epr""oducibles y 

muy pronunciadas. No obstante su etucidaci6n r""'equeriría de la l"""eB.-

l!zacl6n de experimentos sis·:ematlzados encarnlnados a responder a 

ese punto especifica.mente. 

Elucubrando un poco en el .sentido ..bi.ol.6gic:o, cabrra pregu~ 

tarse ¿Para qué un escorpl6n que pn:lduce su veneno par"E. defenderse 

de sus p,....edadores, necesita.ría contener en él, diversos tipos de toxt­

nas que ejercieran el mismo ef'ecto neto (aun-lento de la.liberaci6n de 

tt"ansmisor-es) con eflc.acia..s similares. En este sentido se antoja es-

pecular que ta versatilidad de los mecanismos de acción de los dif"er-en 

tes péptidos contenidos en el veneno, garantizaría ta efi c:a.cia. de la 

de'fen.sa. ante diversos predadores. esta especutaci6n lleva implícita ta 

suposlcl6n de que los e.a.na.les i6nicos contenidos en las mernbrana..s de 

las dif'erent es especies de preda.dOf"""e..s presentan di'ferencia:s entre el los. 

Estas di Terencias podrían ser estructurales o de distribuci6n de ca.na.-

les. El modo de acción opuesto de ta toxina 11-10 en el ax6n gigante 

del calamar y en tos sinaptosornas de rnamíf'ero parece ap°=Yar lndlre_E: 

ta mente estas ideas . Desde este mismo punto de vlsta es interesante 
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subrayar- que algunas de tas toxlnas de escorpiones han sido etiqueta­

das corno "Insectotoxinas" (Gr-ishln y col. 1980, 1981), corno toxlnas 

de "rnam írer-os" (Possani y col . 1984), etc. Estas direrenclas empír-!_ 

cas Frecuentemente usadas en la lltera.tura, f"""0:quleren un poco de ,...efl= 

xi6n. 

En Neurobiología estamos acostumbrados a emplear, e lncl1::!_ 

so buscar modelos bio16gicos que nos permitan realizar una serle de 

estudios que serran imposibles, desde el punto de vista exper-irnenta.1, 

en otras prepara clones. Por ejemplo: las células ner-viosa..s gigantes, 

tos axones gigantes y tas ter-minales gigantes de moluscos han sido am­

plia.mente usadas para conocer los cana.tes i6nicos involucrados en la 

transmisión nervlosa (Kandet 1980). Los hallazgos en estas ~recio-

nes han sido muy valiosos porque pensarnos que los principlos biolé)glcos 

que rigen a los procesos celulares son comunes en el c....Jrso de la -~ 

ci6n de tas especl.es. No obstante la va.lidez indiscutible de este conce,2 

to, cuando pasamos a analizar molécula...s impor'lantes biot6gica.menbe, 

vemos que existen dif'erencias irnport:zlntes entre especies. La insutl 

na o la tlemoglobina. que han sido secuenciadas en diferentes especies 

son un ejemplo (Zucker-kandl 1968, Schroer y col. 1983). A pesar de 

la cor-respondencia en mucho.s de los residuos aminoácidos u hornolo 

glas entre las moléculas de hemoglobina. de: Humane, gorila, cerdo y 

caballo (que incluso no SOl"'l especies tan alejadas 'filogenética.rnente), se 



95 

ha encontrado que ai comparar ia secuencia de aminoácidos de ia ca­

dena beta de ia hemogiobina humana con ia de ia cadena beta de gori­

ia, hay una diferencia de un sóio sitio, pero difiere en 17 sitios 

con ia de cabaiio (Zuckerkand 1968). Ei canai de Na+ no puede ser 

anaiizado desde este punto de vista ya que a ia fecha no se conoce 

su secuencia de aminoácidos. Pero sí se han reaiizado numerosos 

trabajos encauzados a su purificación, io que nos permite actuaimen­

te saber que "éste tiene un peso moiecuiar aproximado de cuando me­

nos 250 000. Ei peso moiecuiar reportado para ei canai de Na+ pu­

rificado de membranas de Eiectrophorus electricus es de 270 000 

(Norman y coi. 1983, Miiier y col. 1983), y el peso molecular del 

componente que une saxitoxina purificado de sarcolema de múscu1o 

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

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

naies de Na+ de diferntes especies, 

opuestas que exhiben ios canaies de 

y ios dei axón dei calamar no hacen 

las diferencias funcionalmente 

Na+ de sinaptosomas de ratón 

tan arriesgado suponer la exis-

tencia de posibles diferencias 

II-10 purificada del veneno de 

estructurales en ellos: La toxina 

noxius que aumentó la permea-

biiidad al Na+ asicomo la iiberaciíon de GABA en sinaptosomas de 

cerebro de ratón, disminuyó ia permeabilidad pico al Na+ en el 

axón gigante del calamar (Carbone y coi. 1982, Sitges y coi. 1987). 



96 

Valoraci6n de ta estro.tea i .:::a. exp·: ~ tme:ntal. Los fundamentos de la estrate­

gia experirnental que nos slrvl6 para sugerir los m;-canlsmos de accl6n 

suby'acentes a tos efectos de las toxinas de Centruroides noxius sobre 

la l lberaci6n de GABA, puede ser útil para estudiar el modo de acci6n 

de otros fármacos o toxinas que ejerzan efectos sobre la liberación de 

neurotransml sores. 

El ernpleo de la estrategia experimental propuesta para estudiar el 

modo de acción de un nuevo fárm.~co,, permi.tir(a saber si al cambio en 

la. liberact.6n de tran::iornisores inducido por el fármaco en cuesti6n.., sub­

yace algún cambio de permeabilidad tónica. No obstante,, es importante 

subrayar que et caml".)\.O en permeabilidad i6ni.ca no excluye ta acci6n del 

fárrTia.co en cuestión sobre otros componentes relacionados con la serie 

de eventos moleculares que deben desencadenarse tras la señal despota­

rl:zante (ver apéndice !). 

El encontrar que un fármaco bajo estudio conduce a una despolarización 

interaccionando o alterando el comportamiento de algún tipo de canales 

l6nicos es per se de gran valor : algunas toxinas naturales como la 

tetrodotoxina, ta sa.xitoxina o ta tityustoxina • por interaccionar selec­

t t.vamente y con gran afl ni dad con el canal de Na+ han servido para 

purificarlo , to que ha hecho posible empezar a conocerlo desde el pun-

to de vista qu(rnico (Agnew y col. 1 978. Catteran 1982• Norrnan Y col. 

1983). 
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Otra. toxina natural que ha ser""°'/ ido para purificar a un com¡:Jonen­

te molecular involucrado en la com•..Jnicaci.6n nerviosa es ta atfa-bun­

garotoxina que se une específicame'nte ;:il receptor de acettlcolina (Do­

l ly y col. 1 979). Et poder contar con este tipo de sustancias altamente 

especÜ"icas perrniti r:-ii en un futuro no m1_.1y lej anq, aislar otros ele-

mentos involucrados en la cc.rn•...inicación nerviosa, entre ellos canales 

i6nicos como los CE: :::o.~~+ e lc_3 df~ ;<+ :,.' pc.,siblcrr,.:-.!nte incluso SLJbpo-

bl actones o diferentes tipo.:5 :._it_· ..._.~:os. Es pos tc,~e q•_Je ~..:!nt:.r-e i.a.s toxinas 

natura.tes cuyos no·:::canisrn::-·s ::;.:.._· zi.cción aún son n-1oti-./o de debate o no 

se han realizado los exper--ir.-t~ ntos sut'"iclentes o pertinentes para esta-

blecerlos, hava al-:;·_1.,;'ls cue ~s . .....:~.__~., d~~ :-:ra:--i -. .. •alor c . ., este sentido .. 

La caracterización ,:j0 :o.:3 t2-rectos de una toxina o Fii.rrí\..:ico bajo es­

tudio sobre diferen':es rn,-..nif•~st.:c.:::.ion+.::!S de 12.1. actividad neural en diferen-

tes preparaciones :/ COri dif<'::!rt:ntcs ar.:>0rda~e:S t!Xpt.:!ri:n.·nta.:es (•~f".tre 

ellos estudios de •_..:n ión - 11 btnding' 1
-) es lo que nos perrri:tc suponer 

su alta selecti.vidc..C sobre alg.::,", cc:--•r.•cnente molecular i.nvol:...Jcrado en la 

comuni e.ación nerviosa pero a la ve;-!:. r.os perrrate con'h.::rt1rla tn una he­

rramienta farmacológica ~xp¿r1n-.ental que puede ser uo ;;Jran utilidad 

para entender los rn-~canis:--nos r--1oleculares suoyacentes a la misma 

f unci6n de la com......inicaci6r. ·-.-::- r .'tosa .. 

Dentro del contexto de avt2.ri·;Juar les eventos moleculares que se 

suceden tras la despolarización y que culminan en la liberación del trans-



misor, el estudio de los mecanismos de acción de las toxinas u otros 

Fármacos neuroactivos sobre el evento generador de la señal (despota-

ri za.ctón de la membrana. por diferentes causas) no es suficiente. Este 

debe ser ampliado, sometido a condiciones que den luz de su efecto sobre 

alguno de ios pasos subsecuentes en la casca.da de eventos moleculares 

que se generan entre la señal (despolarizaci6n ) y la respuesta celular 

(i.e. liberaci6n del transmisor). Con objeto de aclarar estas ideas 

me he permitido anexar el apéndice I que se encuentra en la página1 04 

en el que menciono algunos hallazgos itust rativos relaciona.dos con 

otros eventos moleculares que parecen participar en el proceso de ltbe­

raci6n de neurot ransrnisores. 
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Ei caicio y ia Liberacion de Neurotransmisores. 

Independientemente de cuai sea ei mecanismo generador de ia 

despoiarización (disminución de ia permeabiiidad ai K+ ,aumento de 

la permeabiiidad ai Na+ aumento en ia concentración extraceiuiar 

de K+ impuiso eiéctrico, etc.), cuando ia membrana presináptica 

se despoiariza, ios canaies de ca2 • sensibies a voitaje se abren an­

te ei cambio de potenciai de ia membrana y dan acceso ai ca2 • extra­

ceiuiar que sigue su gradiente eiectroquímico, aumentando así ia 

concentración de ca2+ intraterminai. Por ia hipótesis del ca2+ 

(pg 53) ei aumento en ia concentración de Ca 2+intraterminai a ex­

pensas dei ca2+ externo, dispara ia iiberación dei neurotransmisor. 

No obstante esta hipótesis, que da cuenta de numerosas evidencias 

experimentaies, es importante subrayar que en experimentos in vitre 

(donde ia composición dei Ringer que hace ias veces de fiuido ex­

traceiuiar puede modificarse a voiuntad), aigunos fármacos como: 

ia veratridina (Levi y coi. 1978), la veratrina (Norris y col. 1983, 

Sitges y col. 1987), la monensina (Sandovai y col. 1985) ó la 

~-latrotoxina (Meidolesi y coi. 1984), siguen siendo eficaces para 

evocar la liberación de los transmisores estudiados (GABA, dopamina, 

Metionina encefalina), en ausencia de ca2+ externo. Estas evidencias 

de liberación de neurotransmisores en condiciones de ausencia de 

____ ca2+-externo, _sugieren la posible existencia de otros eventos 

moieculares responsabies de disparar la liberación de transmiso­

res, diferentes a aquelios promovidos por la entrada de ca2+ a 

través de los canaies de ca2+ sensibles a voltaje. 
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Par-a explicarla estirnulaci6n de la liberación de neurotransmisores 

l nducida por algunos fármacos en condiciones libres de Ca2+ externo, 

se ha propuesto que el Ca
2 + secuestrado en los organelos intrstermina­

t es pasa a aumenta.r la concentre.ci6n intra.t erminal de Ca2 + libre en 

respuesta a dichos fármacos (Adam-Viz:i y Ligeti 1 984, Heinonen y col. 

1984, Norrisy col. 1983, Sandoval y col. 1980). Algunos autores han 

sugerido que el aumento en tos niveles de Na+ intracelular moviliza 

Ca2 + desde pozas intracelular-es (Lowe y col. 1976, Sandoval y col. 

1 985). Desde este punto de vista es interesante recordar que ta veratri­

na que resutt6 mucho rnas eficaz que las toxinas 11 -9.2.2 y Il-1 O del ve­

neno de Centruroides noxius para aumentar la permeabilidad al Na+ en 

sine.ptosorre.s, induce ti oeraci6n de GASA independientemente de la Pt""'&­

sencia de Ca2 + en el medio extrasinaptosornal, mientras que las toxinas 

lar-gas Il-9 y 11-1 O son inca.paces de incrementar ta. liberación de GASA 

en ausencia de Ca2 + externo (ver pa;:1s. 83 y 85; fi.gs. 3 y 6). Es posible 

que esta diferencia. se deba a que la cantidad de Na+ perme.abiliz::ada en 

respuesta a las toxinas de Q_. noxius (11-9 v II-1 O),. no se.a. sufi.ciente pa­

ra prorT"lOver la salida de Ca2+ desde los organelos i.ntr""aterminal es. 

Una expl icaci6n adicional de la estlrnulacl6n de la libernci6n de GASA 

por vera.t rlna. en ausencia de Ca2 + externo podría ser la siguiente: En 

ausencia de Ca2 + exterr.o, et Na+ podr-ía entrar a la terminal por tos ce.­

nnles de Ca2 + estinnul ando la liberación por medio del sistema adicional 
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Ne.+ dependiente sugerido especÍFicamente par-a GABA (.Arias y col. 1984); 

ye. que tanto le. estimulaci6n de la llber-aci6n de GABA inducida por el 

EGTA corno la inducida por veratrina,. ambas en ausencia de Ca 2 + exter­

no ,son inhibidas pc>r bloqueadores de los canales de ca2+ (Arias y ce>l. 

'1984, datos no publicados). Sin em'::>argo • debe ser subrayado que sola-

mente la libere.ción de los neurotransmisores "clásicos" c.::omO: el GABA 

( Levt. y col. 1 978 • Sitges y col. 1 987), la doparnina (Sando·,.al , col. 

1 985) o la acetilcol ina (datos no publicados obtenidos en et t aboratorio 

del Dr. Tapia) se .1a demostrado que es estim·.Jlada con drogas como 

1 a veratrina o la rnonensina en ausencia de Ca2 + externo. Esto pondría 

en duda la explica.ci6n adicional, ya que el EGTA no fué ca.paz de inducir 

la l lberaci6n de doparnina o de acetilcotina en ausencia de Ca2 + externo, 

mi.entras que la veratrina o ta rnonenstna en ausencia de Cc.
2 + exterr"'o 

siguen estimulando la liberaci6n de acetilcolina y de doparni.na respectiva­

mente. 

Un hecho que rnerece atención. es que a diferencia de tos neurotrans­

misores "clásicos" • la liberación de las sustancias neuroactivas de natu­

raleza pept(dica estimulada con veratridina (o con veratrina) requiere de 

la presencie. de Ca2 + en el medí o extracelular (Drouva y =l. 1 982). 

Estas diFerencias en los procesos de li.oera.ci. ón que se ponen de manifiesto 

con ciertos Fármacos estimula.dores de la liberaci6n de neurotransmisores. 
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(veratrtdlna. monensina. EGTA) .sugieren que muy probablemente exis­

tan diFerencias en los mecanismos moleculares que controlan los pro­

cesos de llberaci6n o secreci6n de las distintas moléculas neuroacti-

vas. Su mani festaci6n mediante herramientas experimentales con di­

ferentes mecanismos de acción aun espera ser aclarada. 

Actualmente, la explicación que in-aplica \a participación del Ca2 + 

secuestrado en los organelos 1nt raterm'.nates para explica.r la libera­

cl 6n de transmisores en condiciones de ausencia de Ca2+ exte,..,.,o. ya 

comienza a ser puesta en duda por algunos autores que cuestionan el 

papel del Ca2 + como Único segundo mensajero en tos procesos de se­

crecl6n (IVleldolesi y col. 1 984). Además de esta posici6n hay estudios, 

también recientes,, aparentemente moti.vados por encontrar una explica­

ci6n al papel del ca2+ en los procesos de secreci6n. En estos estudios 

se relacionan proteinas tales c::c~m-=> cinasas.Fosfolipasas, proteasas y o 

productos de su actividad (diacilglicerol,araquidoniato. prostaglandinas, 

1 isoderivados, etc.) con los procesos de secreci.6n. Hay evidencias de 

que algunos de estos sistemas juegan un papel determinante en los 

eventos de ltberaci6n de transmisores e ver apéndice 1 ) .. 

l ntentos en este sentido han sido realizados en la preparaci6n sinaptoso­

rnal (Bra.dFordy col. 1983, N\oskowitz:y col. 1983, Valencia y col. 1985) 

y aunque el campo es relativa¡;nente nuevo es posible que permita llegar 

a una concepci6n mas acertada de los mecanismos que determinan la comu­

ni caci6n mediada por mensajeros químicos. 
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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 presinápsis y culminan en la. liberación del trans­

misor. No obstante, también es i ndudablc el progreso del conocimiento 

en este carnJ:X>. Parte de él. gracias a la existencia de'herramientas 

farrna.c::ol6gicas e.xperirnentales" de altn selectividad y grnn potencia 

con las que podern~s elimi.nar contr""ibuciones funcionales del sistema, 

1 o que nos permite desenmascarar y o estudiar otras. 
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Eventos moleculares que participan en el proceso de liberaci6n de 

neul""Otransrnisores. 
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Ha,y evidencias que sugieren la participaci6n de algunas enzimas 

en la serle de eventos moleculares que deben desencadenarse entre 

el aumento de Ca.2+ intraterminal y la liberación del neurotransmisor. 

Estas enzimas incluyen tanto v. FosFol ipa..sas (Br-adFord y col. 1 983, 

/Vloskowi= y col. 1983), corno o. pr-oteasas (FRed<Zríc..\c.. ';S c.ol • l9 Se.,< ) 

o a clnasas (Kaczmarek 1987) cuyas actividades dependen de Ca
2 +. 

Bradfor-d y colabor.::tdores :1 983) encontraron que la despola.rizaci6n 

de sinaptosornas de cerebro de rata con alto K+ <:J.si corno el tratamiento 

con A 231 87 de los mismos, inducc--:n un aumento de la actividad de 

f osfol i pasa A 2 (P LA 2 ) endóge rno y que \a estinnulaci6n de la l iber-aci6n 

de catecol a.minas con K+ alto se inh1oe c:n presencia de inhibido res de 

la actividad de la PL.A 2 • E!:::>ta en2irr1a que depende de Ca2 + para activarse, 

cataliz.a la hi.dr6lisis de ta unión ester"' en posición 2 de los Fosfotípidos. 

La importancia de esta enzima. en los procesos de secreción reside en 

su capacidad de:: generar ti.solecit ina (entre otros lisoderivado.s) y ácido 

araquidónico. Este Úl~imo, es el pr~cur.sor de las prosta;Jlandinas (f=>G). 

El tratamiento de los sinaptosomas con K+ alto aumenta los niveles de 

araquidoniato, A3E2 y i'.=GF 2 c1- si naptosornales. La PGE2 disminLJ'.>'e la 

llber-acl6n basal de 3H-nor-ndr-enali.na,miento•as que la PGF2"< y la li.soleclttna 
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ta estt mutan •cuando se administran ex6genarnente a sinaptosoma.s. 

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

termtnal, activa a ta. PLA
2 

y que algunos de sus productos ( Usolecltl­

na, PGE2, PGF2"" • araquidoniato) modulan la neurosecreci6n. 

Otra tnterpretaci6n de la parttcipaci6n de la PLA2 en los procesos 

de li beraci6n de neurotransmisores ha sido propuesta por /V\os'<owitz 

y colat::x:>ra.dores (1 983), quienes caracterizaron la actividad de esta en­

zima en ves(culas stnápticas de cerebro de bovino, y encontraron que 

depende de ca2 + y tiene un pH óptimo de 9. La Vmax de la PLA2 de 

bovino se aumenta con f"G;F 2 "' mientras que disminuye con PGE1 • En es-

te mismo estudio los autores encuentran que el aumento en ta V max de la 

PLA2 de las vesículas sinápti.cas de bovino., correlaciona con la agre­

gaci6n, l t sis y posiblemente fusión de las ves(culas sinápticas (rnonito­

t""eS.n la a.grega.ci6n con técnicas de dispersión de luz,, contraste de fases 

y microscop(a electrónica). La agregación de las ves(culas en respuesta 

a la PGF 2 o< r;:; a calrnodulina (en presencia de Ca.2+) disrnil"'\JYe 

cuando pr-eincuban las vesículas con inhibidores de la Fosfolipasa. A 2 • 

Estos autores sugieren que el Ca2+ que entra tras ta despolari::.a.­

clón de la terminal presináptlca, debe activar a la PLA 2 de las ves(cu-

t as slnápticas uniéndose directamente a la enzi,,.,.,,_ o a la calmodulina. 

Ktetth y col (1 981) dernostraron que la proteína que constituye a la PLA2 

presenta una región que une Ca2 + y VVong y Cheung (1 979) encontraron 

que ta calrnodul ina estimula la actividad de PLA2 • 

N\oz:kowi= (1 983) sugiere que la. lisolecitina que induce fusi6n de 

membranas propiciar(a ta exocitosis del neurotransmisor. La.s pros-
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taglandinas , cuyo precursor es el ácido ara.quid6nico que resulta de la 

actividad de PLA
2

, participando como moduladores de la liberaci6n del 

neurotransmisor. 

Con estas nuevas perspectivas de los procesos de liberaci6n se anto­

l a h1.potetiza.r una explicaci6n de la participación de los 2 componentes 

que constituyen a las toxinas presinápticas de serpientes (ver pag. 34): 

El componente con secuencia de aminoácidos distinta a la de la. fosfolipa..sa. 

A2~ es ¡:::>e>sible que haga tas veces de de3polarizante , mientras que el com­

ponente con secuencia de P LA 2 , garantizaría el aumento de l i beraci6n del 

neurotransmisor. Las evidencias de Bradfor"'d y col. (1983) demuestran 

que la actividad de PL/-\2 esta invt>lucrada en la serie de eventos molecula­

res que se desencadenan tr-as lQ. despolarización de las terminales nervio­

sas: El bloqueo de la actividad de PLA 2 inhibe la liberación de catec:::ola­

mina.s evocada por dcspolariz.:ict:x:Sn. 

()tra enzima cuya parttcipaci6n en tos procesos de tibera..ci6n de 

neurotransmisor-es h~ sido demostrada es la proteina cinasa c .. La 

acti viciad de esta enzi rna. nldY abundante en et sistema ner·-..ri.oso 

centt:ral, cornpara.ti.van-iente con otros tejidos, depende de Ca2+, de 

diacilglicerot (CX3) y de un arn::::iente lipídic::o .. Se ha demostrado que 

la acti vaci6n de esta enzima con agonistas del DG tates corno tos 

esteres del f orbol, aumentan la t iberaci6n de neurotransmisores 

(Publicover 1985, Eusebi 1986). Entre los sustratos de la proteina 



107 

cinasa C, se encuentra el canal de Na+ voltaje dependiente (Costa y 

Catterall 1 964). Con base en evidencias tanto electroflsiolÓgicas co-

. mo bioquí"rnicos , citadas en ta revisión de Kaczrnarek, este autor 

propone que la proteína cinasa. c. actua regulando a los canales i6-

nicos y as( control a 1 a cantidad de neurotransmisor liberado. Otro 

t re.bajo relacionado con la participaci6n de esta cinasa C en los pro­

cesos de secreción es el de Valencla y cola:::.•ot""'ador-es (1 985): En ter­

minales nerviosas de hiJ,:X:)tálaf"':"'""lo. estos autores encuentran que la se­

creción de LHRH (horn1onn l1oeradora de ta hormona luteinizante) asi 

como de PGE2, se estimula con esteres det fort:x:>l, mientras que el 

diacilglicerol (DG) estim·Jla la \icc'eraci6n de PGE2 perc no la de la 

LHRH. Solamente en presencia de un Lnhi.bidor de la lipaoxigenasa, 

el CX3 es capaz de estirnul.:ir \a lib"'raci6n de am'::>as (PGE2 y LHRH). 

Con estos da.tos ellos SU:Jteren que la activa.ct6n de la protetna cinasa 

e estimula la liberación de este :--ieuropéptido y que algunos metatx:>li-

tos del ácido ara.quidón1co de•::-e~- cst..ar inhi!:..,1endo ta secreción de LHRH. 

El DG tam";:,i ér"'l deoe estar activando la forrnaci6n de productos del ara­

quldonlato que inhiben ta liberación de LHRH. 

No me extenderé n•as en este sentido ya que los traba.jos de las 

toxl nas de Centruroides noxius que aparecen en esta tesis, no 

contemplan estos aspectos, aunque he encontrado recientemente 

que la liberación de GASA inducida con las toxinas II -9 y II-1 o 



de C-. ~, así como la inducida con ver"'a.trina, son inhibidas 

en presencia de un inhibidor de la fosfotipasa A 2 • Esto abre nue­

vos horizontes para abordar otros aspectos relacionados con 
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et estudio del mecanismo molecular de ta liberación de neurotrans­

misores evocado por estas herramientas experimentales. 

No obstante tas evidencias de que esas (y otras) enzimas y/o 

1 os productos de su actividad, tienen atgú n tipo de participación 

en tos procesos de secreción de neurotransmisores, es necesario 

esperar a que experimentas futuros, disequen y elucidens..u tipo 

de partici p~ción. No sabemos acerca del curso ternpora 1 de los 

eventos que se suceden , ni de las posibles diferencias de estos 

eventos moleculares en las diversas preparaciones (células se -

cretoras en cultivo, linfo:::itos, plaquetas, terminales nerviosas) 

que han sido estudiadas. Sin embargo, este panorarra hasta la fe­

cha. burdo y confuso, abre nuevas rutas para estudiar tos eventos 

mol ecular""es que determinan los procesos de secreción y entre 

el tos ta liberación de neurotransmisores. 



APENDICE 

HERRA/V\IENTAS FARIVIACOLOGICAS EXPERIMENTA LES 

Actualmente contamos con una seri.e de Fármacos y toxinas de 

or(gen natural cuyos mecanismos de acci6n han sido ampliamente 

establecidos, lo que las ha convertido en herramientas farmacológi­

cas experimentales. 
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Entre las herramientas útiles para caracterizar y/6 dilucidar 

mecanismos de acci6n de nuevas sustancias que alteren la l iberaci.6n 

de neurotransmisores se encuentran las empleadas en los trabajos de 

esta tesis. Con el prop6sito de facilitar su manejo las en listo a cen­

t inuaci6n incluyendo en esta. lista a las toxinas de Centruroides 

noxius caracterizadas en los trabajos que presento. 

En la figura 1 9~ se esquematizan sus estructuras (omito las 

F6rmulas de aquellas que tienen naturaleza pept(dica.). 



l, FAR/v\ll.COS O TOXINAS QUE AUlv'ENTAN LA Ll BERAOION DE NEUROTRANS­
MISORES A TRAVES DE: 

l. Aumentar la permeabilldld al Na+ mediante 
a voltaje: VERATRIDINA (VERATRINA) 

TOXINA Il-9 de 9. noxius 
TOXINA Il-1 O de C. noxius - --

los canales de Na+ sensibles •. 

2, Dlsmlnuir la permeabil ldad al K+ mediante los cara les de K+: 
NOXlUSTOXINA de ~· noxlus 
4-AMINOPIRIDINA 

11. IONa=OROS QUE AUMENTAN LA LIBERAC!ON DE l'EUROTRAl\JSMISORES 
A TRAVES DE: 

1 , Auí!fentar la permeabl \!dad al Na+ , Independientemente de los canales de 
Na sensibles a voltaje: MO'-JENS!NA. 

2+ 
2. ,\u:::entH la permeabilidad al Ca , independlentem~nte de los canales de 

Ca2+ sensibles a voltaje : A-23 187. ' 

1 II, Toxinas que bloquean la lii:fracl6n de neurotransmisores evocada por aum!¡.nto 
en la permeabilidad al Na (a través de la 11pertura de los canales de Na sen­
sibles a voltaje):TETRODOTOXINA, 

1 V. lonóforo que Inhibe la l iberacl6n evocada J20r dlsmlnucl6n en la permeabllldad 
al K~a través del bloqueo de canales de K'): VALINOMIC!NA, · 

V 
, , e 2+ 

, Los antagonistas organlcos e lnorganlcos de los canales de a como el 
VERAPAMI L y el COBALTO, l nhlben la liberación que promueve la 
despolarizac16n evocada por diversas causas (!.e. aumento en la permea­
bi lldad al Na+, dismi nuci6m en la permeabilidad al K \ 
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HERRAMIENTAS EXPERIMENTALES UTILES PARA ESTUDIAR 

LOS MECANISMOS DE ACCION DE !">IUEVAS SUSTANCIAS QUE 
AL. TE:REI:>l ~ LlBERACION DE NEUROTRANSMISORES . 
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VER.A TRI DINA TETRODOTOXINA 

Q 
NH 

4-ANUNOPIRIDINA 

VALINOMICINA 
MONENSINA 

VERAPAMIL 

A 23 187 
(M++-. se r-eFier-e a metal) 
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