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Abstract

The venom of the Mexican scorpion Centruroides noxius
contains several neurotoxic peptides, which aminoacid sequen-
ces have been determined. This study is concerned with the me-
chanism of action of 3 neurotoxic peptides {1i-9, 11-10 and It-
11) from C. noxius to increase GABA release from mouse brain
synaptosomes.

The release of GABA induced by toxins 11-9 and 11-10, both
long chain peptides {7000 M. w.) whose aminoacid sequences
exhibit a higp degree of homology, is inhibited by the voltage-
sensitive Na~ channel blocker, tetrodotoxin. In contrast, the
release of GABA evoked by the short chain peptide { =~ 4000 M,
w} 1I-H called noxiustoxin (NTX) is not modified by tetrodo-
toxin. Ca® channel blockers {verapamil or Co“" ) or the absen-
ce of external Ca“" prevents the releasing effects of the 3 to-
xins. In synaptosomes, the two Ion% chain toxins increase 22Na*
permeability and NTX decreases 6Rp* permeability. The Kt
ionophore valynomicin completely inhibits the release induced
by NTX, as well as that evoked by the Kt channel blocker 4-
aminopyridine. Based on these findings, it is proposed that
transmitter release induced by NTX is due to a depolariza-
tion in response to the decrease of K permeability, and that
transmitter release in response to toxins Il-g and 11-10 to a de-
polarization mediated by the increase in Na permeability. The
external Ca?* dependence of the 3 toxins to evoked release is
related to the activation of voltage sensitive Ca?* channels by
depolarization. The value of natural toxins as ‘‘experimental
tools’'is discussed and their high potency and selectivity is con-
firmed.

Resumen

El veneno del alacran mexicano Centruroides noxius con-
tiene varios péptidos neurotdxicos cuyas secuencias de amino-
acidos han sido determinadas. En este estudio se describen los
mecanismos de accién subyacentes a la liberacion de un neuro-
trasmisor clasico (GABA) de sinaptosomas de cerebro de ratén,
evocada por 3 péptidos neurotdxicos de C. noxius: 11-9, 11-10
y 11-11. La liberacién de GABA inducida por los péptidos “‘lar-
gos”’ (P. M. 7 000) 11-9 y 11-10, cuyas secuencias de aminodci-
dos exhiben alta homologia, es inhibida por el bioqueador de
los canales de Na* sensibies a voitaje, tetrodotoxina. En con-
traste, la liberacién evocada con el péptido “corto’” (P. M.
4 000) 11-11, conocido como noxiustoxina (NTX}, no se blo-
quea con tetrodotoxina. La liberacion del trasmisor, inducida
por cualquiera de las 3 neurotoxinas, es inhibida con bloguea-
dores de los canales de calcio (verapamil, cobalto) y depende
de Ca2* externo. En sinaptosomas, los dos péptidos ‘“‘largos’’
aumentan la permeabilidad al 22Na"'y el 11-11 o NTX dismi-
nuye la permeabilidad al 86Rp*. La NTX, ai igual que el blo-
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queador de los canales de K*, 4-aminopiridina, no evoca libera-
cién de GABA de sinaptosomas previamente tratados con el
jonoforo de K* valinomicina. Con base en estos resultados, se
propone que la fiberacién de} trasmisor evocada con NTX, estd
mediada por una despolarizacién en respuesta a la disminucion
de la permeabilidad al Kt y la evocada por las toxinas H-9 6 |I-
10 por una despolarizacion como resultado del aumento en la
permeabilidad al Na¥. La dependencia de Ca * externo que
exhiben las 3 toxinas para inducir liberacién es secundaria y se
relaciona con la activacién de los canales de Ca2* comao conse-
cuencia de la despolarizacion. Se discute el valor de Ias toxinas
naturales como ‘‘herramientas experimentales’’ y se reafirma la
alta potencia y sefectividad con que actdan.

Introduccion

En la naturaleza existen numerosas especies produc-
toras de sustancias neurotdxicas, mismas que utilizan
frecuentemente como mecanismo de defensa. Desde
hace varias décadas, los estudiosos de los mecanismos
moleculares de la comunicacion nerviosa han mostrado
interés por las toxinas naturales. Las moléculas con las
cuales interaccionan muchas de las toxinas de origen
natural, hasta ahora estudiadas, estan directamente in-
volucradas en la fisiologfa de la neurotrasmision. Algu-
nas toxinas naturales exhiben elevada selectividad y
gran afinidad por moléculas fisiolégicamente importan-
tes como canales iGnicos y receptores de neurotrasmi-
misores, lo que ha permitido, incluso, purificar con
ellas a algunas de estas entidades moleculares!!- 7. 8.
12y 18)'

Son muchas las sustancias de origen natural reporta-
das como neurotdxicas!® 10 v 14). sin embargo, los
mecanismos moleculares subyacentes a sus efectos sélo
se conocen en contados casos. Las toxinas naturales cu-
yos mecanismos de accion estan establecidos, son valio-
sas "‘herramientas experimentales’’ para abordar el estu-
dio del funcionamiento neural en diversas preparacio-
nes.

Distribucién geogréfica de los escorpiones

Entre las especies que producen neurotoxinas poten-
cialmente interesantes, se encuentran los escorpiones
que producen venenos altamente téxicos. Su distribu-
cion esta restringida al Norte de Africa, Asia Central,
Brasil y México. El género representativo de México es
el Centruroides. Entre las diferentes especies de este
género, la noxjus produce el veneno mas potente.
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Purificacién y secuenciacién de las toxinas de C. noxius

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

Los péptidos toxicos contenidos en el veneno del
alacran Centruroides noxius, cuyos efectos sobre ia li-
beracion de trasmisores se reportan en este trabajo, no
solo han sido purificados, sino que sus secuencias de
aminoécidos también han sido determinadas por el gru-
po del doctor Lourival Possani(6. 19 v 20},

Al analizar el componente toxico del veneno del C.
noxius, éste se subdividié en 14 fracciones. De éstas,
las fracciones 11-8, H-9, 11-10, I11-11 y 11-13, resultaron
letales al ser practicada una prueba de toxicidad (inyec-
cion i.p. de 2 ug/gr de raton). Las fracciones §1-6, 11-12
y 1-14 fueron toxicas y las restantes no tuvieron efec-
tos aparentest19),

En este trabajo se reportan las acciones de 3 de las
fracciones con efectos letales (11-9, 11-10 y 11-11), por
lo que nos limitaremos a describir sus caracteristicas.
Los péptidos purificados de las fracciones 11-9 y I1-10
han sido secuenciados, cuando menos en su porcion
aminoterminal(6, 19),

La comparacion de sus secuencias de aminoacidos
demuestra que existe un alto grado de homologfa entre
ellos (Fig. 1), la que también comparten con algunas
toxinas contenidas en los venenos de alacranes de otras
especies?2!). La secuencia de aminoécidos de la NTX
difiere totalmente de las determinadas para las toxinas
“largas” H-9y H-10 (Fig. 1).

NTX : Thr-Ile-Ile-Asn-Val-Lys-Cys-Thr-Ser-Pro-Lys-Gln-Cys-Ser~
Lys-Pro~Cys-Lys-Glu-Leu~Tyr-Gly-Ser~Ser-Ala-Gly-Ala-Lys-

Cys-Met~Asn-Gly-Lys-Cys-Lys-Cys-Tyr~Asx-Asn.

II1:9 .= [Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Vall-Asp-Lys-Asn4Thr-Gly-Cys-Lys-|
II:10 .= {Lys~Glu~Gly-Tyr-Leu-Vall-Asn-Leu~Tyr4Thr-Gly-Cys-Lys-|
I1:9 «= |Tyr~Glu-Cys}-LeuqLys-Leu-Gly-Asp-Asn-| Asp-Tyr-Cys-Leu-
I1:10 .~ |Tyr-Glu-Cyst-Phe-Lys~Leu~Gly-Asp~Asn- [Tyr-Cys-Leu-
IX:9 .= Arg-Glu-Cys-Lys-Gln-Gln-Gly-Tyr-Lys-Gly-Ala-Gly-Gly-
I1:10 o e

II:9 .= Tyr-Cys-Tyr-Ala-Phe~-Ala-Cys-Trp~Cys---

Figura 1. Comparacion de las secuencias de aminoacidos de las
toxinas 11-9, 11-10 y 1-11 (NTX) del veneno del ala-
cran mexicano Centruroides noxius Hoffmann,

El peso molecular de la mayor parte de las toxinas
que han sido purificadas de los venenos de diferentes
especies de alacranes es cercano a 7 000, como es el
caso de las fracciones 11-9 v 11-10 de C. noxijus. Ademas
de estas toxinas ‘‘largas’’, en los venenos de algunas es-
pecies de alacranes han sido detectados péptidos mas
cortos, con pesos moleculares de 4 000 aproximada-
mente. La noxiustoxina (NTX) correspondiente a la
fraccion 11-11 del veneno de C. noxius es un péptido
de este tipo.

Efecto de las toxinas de C. noxius sobre [as
corrientes iénicas del axén gigante del calamar

La actividad de las células nerviosas se expresa por

114

medio de movimientos idnicos a través de sus membra-
nas. Para abordar el estudio de [a comunicacion nervio-
sa, encontrar toxinas o nuevos farmacos que interaccio-
nen selectivamente con algin canal idnico es de valor
primordial. Cuando las toxinas de C. noxijus fueron
probadas sobre las corrientes ionicas de Na* y de K* en
el axon gigante del calamar bajo pinza de voltaje, sblo
la toxina “larga” [1-10 y la NTX resultaron efectivas.
La primera inhibiendo selectivamente la corriente de
Na*y la NTX blogueando la de K*{5),

Por mucho tiempo se pensé que el modelo de 2 ca-
nales, uno de Na* y otro de K*, que surgid del analisis
de las corrientes ionicas de la membrana del axon, era
aplicable a todas las membranas de la célula nerviosa.
Sin embargo, en los Gltimos afios, al estudiar las co-
rrientes idnicas de otras regiones de la célula nerviosa
{soma, terminales nerviosas), se ha evidenciado la exis-
tencia de otros canales ionicos!1®). Con estos nuevos
canales se comienzan a explicar propiedades particula-
res de las diferentes regiones membranales de la célula
nerviosa, Asl, parece que no todas fas membranas estan
estructuradas de la misma forma que las del axén(15?,

Planteamiento del problema

Como estaba reportado que otras toxinas ‘‘largas’
purificadas de venenos de otras especies de escorpiones
aumentaban la captura de Na+(16), desencadenando
as( la liberacion de neurotrasmisores en terminales ner-
viosas aisladas!® ¥ 11), resultaba curioso que la toxina
I1-10 estuviera actuando de forma opuesta en el axdn:
inhibiendo en vez de aumentando la permeabilidad al
Nat.

Esta diferencia hacfa interesante conocer el tipo de
efecto que pudiera ejercer la toxina |1-10 de C. noxius
sobre la liberacion de neurotrasmisores y sobre tos mo-
vimientos de Na* directamente en terminales nerviosas
aisladas (sinaptosomas). Considerando que también la
toxina 11-9, que presenta un alto grado de homologfa
en la secuencia de aminoacidos con la toxina 11-10, ha-
bia resultado letal al inyectarse a baja dosis a ratones
(aunque carente de efecto en el axon), en este trabajo
también se estudiaron sus efectos en sinaptosomas.

Ademas, con el antecedente de que la 4-aminopiridi-
na {4-AP), que bloquea la permeabilidad al K* en el
ax6n{25) aumenta la liberacion de Glutamato, GABA
y ACh de sinaptosomas‘?4), decidimos estudiar los
efectos de la NTX, que en el axon habia inhibido la co-
rriente de K+(5), en la liberacion de trasmisores y en
los movimientos de K* en sinaptosomas.

Procedimiento

Para determinar qué tipo de efecto ejercian tanto las
dos toxinas “largas’ (11-9 y 11-10) como la toxina “cor-
ta'’ (I1-11 NTX) de C. noxius en la liberacion de trasmi-
sores, se midid la liberacion de GABA, un neurotrasmi-
sor clasico, de terminales nerviosas aisladas de cerebro
de raton,

Los sinaptosomas se aislaron segin el método de
Hajés(13). Una vez obtenidos, se cargaron con GABA
marcado radioactivamente (2, 3- [3H] GABA, 0.83 uCi,
0.5 uM final). Para seguir la liberacion de este trasmi-
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Figura 2. Efecto de las toxinas 11-9, 11-10 y NTX sobre !a liberacion basal de GABA. Los sinap-

tosomas fueron cargados con GABA radioactivo y perfundidos con un Ringer normai
de la siguiente composicion (mM): Ma CI 127, KH,PO4 1.18, KCI 3.73, CaCl, 1.8,
MgSO4 1.18, NaHCO4 20, dextrosa 11.2, dcido amino-oxiacetico 0.1 mM, albimina
bovina 0.1%, pH 7.4. Después de lavado el 3H.GABA no captado y alcanzado el nivel
de liberacion basal (minutos 1 al 7}, los sinaptosomas fueron perfundidos con el mis-
mo Ringer sin (o), control y con la toxina bajo estudio a diferentes concentraciones.
Los nimeros junto a los simbolos en el margen superior derecho de las 3 gréficas su-
periores indican Ug/ml afiadidos de cada toxina. GABA liberado/min, se refiere a la
marca radioactiva liberada por minuto, expresada como %de la radioactividad total
contenida en los sinaptosomas en el minuto 1 de la perfusion. Cada simbolo resulta
del promedio de 4 a 5 experimentos independientes. En las graficas inferiores de dosis-
respuesta el %de GABA liberado se refiere al porcentaje total de radioactividad libe-
rada en presencia de la toxina (minutos 8 al 12) menos la radiactividad liberada en su
ausencia durante los mismos minutos.

En las barras se indica la media £ el error estandar de los 4 a 5 experimentos indepen-

dientes.

sor, se empled la técnica de perfusion previamente re-
portada por Tapia y Sitges‘24). Para estudiar los movi-
mientos de K* en sinaptosomas, se midi6 el eflujo de
8BRp* segun el método de Sitges vy col.!23) y para los
movimientos de Na* se midié el eflujo de 22Na* como
se especifica en el pie de la figura 4.

Resuitados

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

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

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

permeabilidades relativas a ciertos iones {Na*, K*, Ca2*
y pasivamente la de Cl —) era posible que una alteracion
selectiva de dichas permeabilidades, por efecto de las
toxinas, fuera la causa que estaba desencadenando la
liberacion del trasmisor.

Para explorar esta posibilidad se disefid una estrate-
gia experimental que consistié en probar como se mo-
dificaba la liberacion de GABA evocada por cada una
de las 3 toxinas de C. noxjus, cuando se aumentaba o
blogueaba selectivamente {con el empleo de bloquea-
dores de canales y iondforos selectivos) la permeabili-
dad a Na*, K* o Ca2™,

Efecto de las toxinas 11-9, 11-10 y 11-11 en
sinaptosomas con los canales de Na* sensibles a voltaje
blogueados con tetrodotoxina.

E! bloqueador de los canales de Na* sensibles a vol-
taje, tetrodotoxina (TTX), no impidid que la toxina
“corta” (NTX) aumentara la liberacion de GABA. En
cambio, las toxinas “largas’’ |1-9 vy I1-10 perdieron su
efectividad para liberar al trasmisor de sinaptosomas

115



previamente tratados con TTX (Fig. 3). Estos resulta-
dos indicaban que la NTX no estaba induciendo la libe-
racidn de GABA a través de una activacién de los cana-
les de Na* sensibles a voltaje, mientras que la estimula-
cion de la liberacién inducida por la toxina i1-9 o por
la toxina {1-10 estaba muy probablemente relacionada
con un aumento en la permeabilidad al Na* a través de
los canales sensibles a TTX.
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Figura 3. Efecto del bloqueador de fos canales de Na® (TTX)
en la liberacion evocada por las toxinas 11-9, 11-10 y
NTX de Centruroides noxius. Los sinaptosomas fue-
ron perfundidos con el Ringer normal en ausencia
(o) o en presencia de tetrodotoxina (o). En el minu-
to indicado por la flecha el Ringer también contenia
1.5 Mg/mi de toxina 11-9 6 11-10 (A y B respectiva-
mente) 6 0.5 Ug/m! de NTX (C).

I. CARACTERIZACION DEL EFECTO LIBERADOR
EVOCADO POR LAS TOXINAS 11-:9 Y 11-710

Efecto de las toxinas “largas” de C. noxius en la
permeabilidad al Na* en los sinaptosomas

Resultaba interesante que la toxina “larga’ [1-10,
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que habia disminuido la permeabilidad al Na*t en el
axon, parecfa ejercer un efecto opuesto sobre dicha
permeabilidad en las terminales nerviosas aisladas. Tam-
bién era notable que la toxina |l-9, sin efecto en el
axon, ejerciera un efecto similar a su homologa {1-10,
en sinaptosomas. Esto nos llevd a estudiar el efecto
que podian tener estas toxinas sobre la permeabilidad
al Nat en la preparacion sinaptosomal. Para ello, medi-
mos el eflujo de 22Na* de sinaptosomas previamente
cargados con el ion radioactivo; la monensina, que es
un iondforo de Na®, asi como la veratrina, que se une
al canal de Na* aumentando la permeabilidad a dicho
ion, se emplearon como controles positivos en estos
experimentos (Fig. 4). El aumento en la permeabilidad
al Na* evocado por estas toxinas, era menor que el in-
ducido por veratrina y mas aun comparado con el obte-
nido en respuesta a la monensina. No obstante, este es-
tudio demostrd que en efecto, las dos toxinas “largas’’
eran capaces de aumentar la permeabilidad al Na* en
los sinaptosomas,

Efecto de las toxinas 11-9, 11-10 y 11-11 en
sinaptsomas con los canales de calcio bloqueados
con cobalto o verapamil

Para bloquear los canales de Ca2* contenidos en las
membranas de sinaptosomas, éstos fueron perfundidos
con un Ringer normal que contenia un bloqueador or-
ganico (verapamil) o un bloqueador inorganico {(cobal-
to). La presencia de cualquiera de dichos bloqueadores
impidié a las 3 toxinas de C. noxius estimular la libera-
cion del trasmisor. En la figura 5 se ejemplifica el blo-
queo, con cobalto, de la liberacién del trasmisor en
respuesta a las 3 toxinas. Ademas, tanto las toxinas
“largas’’ como la NTX dependen de la presencia de
Ca?* externo para inducir liberacion, ya que el efecto
estimulador evocado por cada una de ellas también es
inhibido en ausencia de Ca%* externof23! (Fig. 6).

Mecanismo de accién de las toxinas “largas”

El aumento en la permeabilidad al Na*, evocado por
las toxinas 11-9 y 11-10 aunado al bloqueo con TTX de
la liberacion evocada por dichas toxinas, indicaba que
una despolarizacion de la membrana sinaptosomal tras
la entrada de Na* por los canales de Na* sensibles a voi-
taje, era la causa del aumento de la liberacion de GABA
evocado por la toxina |1-9 o por la toxina I1-10. La de-
pendencia de Ca2* externo, as/ como la inhibicion por
cobalto (o verapamil) del efecto de las 2 toxinas “‘lar-
gas’’, era muy posiblemente secundario (debido al aco-
plamiento final estimulo-secrecion dependiente de la
entrada de Ca2* a la terminal): la despolarizacion debi-
da a la interaccion de la toxina [1-9 o de la 11-10 con los
canales de Na*, activa a los canales de Ca2* sensibles a
voltaje, permitiendo la entrada de Ca?* externo v la li-
beracion del neurotrasmisor.

/1, CARACTERIZACION DEL EFECTO LIBERADOR
EVOCADO POR NTX

La posibilidad de que la NTX estimulara la libera-



dioactividad en los sinaptosomas en el momento de
la adicién del fa'rmgso. I_Fas Iineas punteadas repre-
sentan el eflujo de ““Na’ obtenido en experimentos
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Figura 4, Efecto de Monensina, Veratrina, prina 11-9 y toxina

11-10 en la permeabilidad al Na' en sinaptosomas.
Los sinaptosomas fueron suspendidos en un Ringer
normal en el cual 120 mM de NaCl se reemplazé por
cloruro de colina y el NaHCO3 por 20 mM de Tris.
Esta suspensién sinaptosomal (1.5 mg/mi) se cargd
con 25 MCi/mi (radioact. esp. 13 mCi/mmol} de
22Na+ durante una hora. Trascurrido este tiempo,
se colocaron alicuotas de esta suspensidén sobre fil-
tros Millipore de 0.656 Mm y se lavaron rapidamente
con el Ringer de colina en el portafiltros Millipore
conectado a una bomba de vacio de 3/4 HP, Los fil-
tros con los sinaptosomas cargados con Na+ se
trasladaron rapidamente a las cdmaras de perfusion
conectadas a una bomba peristaltica, Se precedié a
perfundir de la misrma_manera que en_los experimen-
tos de liberacién de SH-GABA. EI 2Na" liberado
durante cada minuto en ausencia {minutos 1 a 15)
y en presencia de: (A) monensina 10 MM, (B) Rin-
ger normal, {C) Veratrina 60 Ug/ml, (D) toxina 11-9
1.5 Mg/ml, (E} toxina 11-10 1.5 Ug/ml, {(minutos 16
al 22) se expresa como %del contenido tota! de ra-

Figura 5.

mentos independientes.

hS cion de GABA, aumentando la permeabilidad al Na* a
&, través de los canales sensibles a voltaje, estaba descarta-
6&56 da con base en los resultados obtenidos con TTX (Fig.
] 3).
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Efecto del bloqueador de los canales de ca®® (co-
BALTO) en la liberacién evocada por las toxinas 11-9,
11-10 y NTX de C. noxius. Los sinaptosomas fueron
perfundidos con el Ringer normal (o) o con un Rin-
ger normal en el cual el CaCl, fue sustituido por Co
Cly (o). En el minuto indicado por la flecha ambos
ringers contenfan 1.5 Ug/ml de toxina 11-9 {A), 1.5
Mg/ml de toxina 11-10 (B) ¢’ 0.5 Mg/m! de NTX {C).
Cada punto es !a media T error estdndar de 3 experi-
mentos independientes.

Como en el caso de las toxinas “largas”, la libera-

cion de

GABA inducida por la NTX se inhibia en au-

sencia de Ca2* externo!23) y en presencia de bloquea-
dores de los canales de Ca2* (Fig. 5). Estas observacio-
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nes indicaban que la NTX inducfa una entrada de Ca2*
a través de los canales sensibles a verapamil y a Co?t,
Habia entonces que determinar si la NTX activaba di-
rectamente a los canales de Ca2* o si éstos se activaban
como resultado de una despolarizacion disparada por
otro mecanismo. El hecho de que la NTX hubiera dis-
minuido |a permeabilidad al K¥ en el axon gigante del
calamar, planteaba la posibilidad de que éste fuera el
mecanismo causal de su efecto. Antes de pensar en al-
gin otro mecanismo habla que encontrar una estrategia
para distinguir entre las dos posibilidades anotadas.
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Figura 6. La liberacion de GABA en respuesta 3las toxinas |1-
9 y 11-10 se inhibe en ausencia de Ca”  externo. La
zona blanca de las barras expresa el %de *H-GABA
liberado durante 5§ minutos de exposicién de los si-
naptosomas a las toxinas -9 ¢ 11-10, disueltas en un
Ringer normal (Ca” ) o en un Ringer sin CaCl y con
EGTA 50 UM (EGTA). La altura de las barras es fa
media ¥ error estdndar de 3 experimentos indepen-
dientes, * =p 0.01.

Efecto de la NTX en sinaptosomas contindamente
permeables al K*

Para distinguir entre la liberacion mediada por un
aumento directo de la permeabilidad al Ca2* o una dis-
minucion directa de la permeabilidad al K* {que des-
polarizaria la membrana y activariala entrada de Ca2+),
los sinaptosomas fueron tratados con el ionéforo de
K* valinomicina para aumentar, en forma independien-
te de canales, su permeabilidad al K*. Si el efecto de Ia
NTX sobre la liberacion de GABA estaba mediado por
una disminucién de la permeabilidad al K* por canales
de K*, los sinaptosomas tratados con valinomicina no
responderian a la NTX. Por otro lado, si el efecto de la
NTX estaba mediado por un aumento directo de la per-
meabilidad al Ca2*, la presencia de valinomicina no de-
beria impedir {a liberacion inducida por NTX.

En la figura 7 se muestra que la NTX no es capaz de
evocar liberacion de sinaptosomas tratados con valino-
micina. Tampoco la 4-aminopiridina (un bloqueador de
canales de K*), fue capaz de inducir liberacion en pre-
sencia de valinomicina. En contraste, la liberacién de
GABA evocada por un aumento en la permeabilidad al
Ca2* (inducido por el ionéforo de CaZ*, A-23 187), no
se inhibid con valinomicina,
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Figura 7. Modificacidén de la liberacidn de 3H-GABA inducida
por NTX, 4-AP y A-23187 de sinaptosomas tratados
con el iondforo de K valinomicina, Los sinaptoso-
mas fueron perfundidos con un Ringer normal sin
{o) valinomicina (o). En el minuto indicado por 7 se
afiadié NTX 0.1 UM (A), 4-AP 50 UM (B} y A23-187
5 MM (C). Cada punto es la media T error esténdar de
3 experimentos independientes.

Efecto de la NTX en la permeabilidad al K* de
los sinaptosomas

Con el antecedente de que la toxina 11-10 de C. no-
xjus hab(a ejercido efectos contrarios en la permeabili-
dad al Na* del axén y de los sinaptosomas, se antojaba
necesario estudiar si la NTX ejerc(a el mismo efecto so-
bre la permeabilidad al K* en ambas preparaciones. Para



contestar ésto, se estudid la accion de la NTX en el
eflujo de 86Rb* (un anélogo 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 88 Rb™* de los sinaptosomas que fueron
previamente cargados con este ion radioactivo.
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Figura 8. Efecto de Ia NTX y la 4-AP en el eftujo de 86F1b+ en
sinaptosomas. Los filtros Millipore {0.65 UM) con los
sinaptosmas cargados con ~ " Rb" fueron perfundidos
con un Ringer normal. En el momento indicado por
la flecha, este Ringer contenia NTX 0.24 UM (o) o
4-AP 200 UM (o). Los resultados se expresan como
% de |a radioactividad total contenida en los sinapto-
somas al inicio de la perfusién.

Mecanismo de accién de la NTX

Ya que en sinaptosomas, la NTX induce una dismi-
nucion de la permeabilidad al 88 Rb* y es inefectiva para
liberar GABA de sinaptosomas cuya permeabilidad al
K* ha sido incrementada con valinomicina, se propone
el siguiente mecanismo: la liberacion de trasmisor que
induce la NTX debe estar mediada por una despolariza-
ciébn en respuesta a la disminucion de la permeabilidad
al K* en los sinaptosomas. La dependencia de Ca2* ex-
terno, de nuevo, debe ser secundaria, relacionada con el
acoplamiento entre el estimulo y el proceso de libera-
cion,

Comentarios y perspectivas futuras
Toxinas 11-8 y 11-10 de Centruroides noxius

En este trabajo se reafirma el valor de las toxinas na-
turales como moléculas altamente selectivas y potentes
farmacoldgicamente.

Los efectos apuestos de la toxina 11-10 en el axén y
en los sinaptosomas indican que debe haber diferencias
entre los canales de Na* contenidos en el axén y en las
terminales nerviosas. Aun falta definir si estas diferen-
cias son estructurales, pero lo que si resulta claro es

que la interaccion de la toxina 11-10 altera en forma
opuesta el funcionamiento de los canales de Na* conte-
nidos en estas dos regiones de la célula nerviosa. Desde
este punto de vista, resulta interesante el hecho de que
la toxina “larga’’ 11-9 (que presenta una alta homologfa
con la toxina ‘“larga’’ 11-10) fuese inactiva en el axén y
se comportara de formar casi paralela a la toxina l1-10
en sinaptosomas. Es materia de experimentos furutos el
determinar si estas toxinas seran capaces de desenmas-
carar poblaciones de canales, propias de las terminales
nerviosas.

La toxinas “‘largas’’ 11-9 y 11-10 de C. noxius, a dife-
rencia de otros farmacos capaces de aumentar la per-
meabilidad al Na* {como la monensina o la veratrina),
dependen de la presencia de Ca2* externo para evocar
la liberacién de GABA de sinaptosomas. La veratridi-
nal17) y 1a monensina{22) aumentan la liberacion de
GABA en ausencia de Ca2™ externo.

Otra caracteristica distintiva es que tanto la veratri-
na como la monensina son mas eficaces que las toxinas
I1-9 vy 11-10 de C. noxius, tanto para aumentar la per-
meabilidad al Na* (Fig. 3), como para evocar la libera-
cion del neurotrasmisor!17 v 22),

Estas diferencias podrian ser indicativas del vacia-
miento de diferentes pozas del neurotrasmisor libera-
ble.

Una de las principales perspectivas futuras de este
trabajo es averiguar si las toxinas “largas’’ de Centruroi-
des noxijus son capaces de evocar la liberacidn de neu-
rotrasmisores desde una poza soluble o vesicular. Como
el GABA liberado proviene preferencialmente del com-
portamiento citosolicol4), este estudio se ampliara
caracterizando la liberacion de encefalinas enddgenas
(localizadas en vesiculas) sinaptosomales, en respuesta
a las toxinas de C. noxius y a otros farmacos. Esto per-
mitird comparar los patrones de liberacidn, bajo dife-
rentes condiciones experimentales, de un neurotrasmi-
sor liberado de vesiculas con los ya obtenidos de la li-
beracion de GABA,

Noxiustoxina

Entre los pocos blogueadores de los canales de K*
hasta la fecha conocidos, la NTX parece ser la mas po-
tente; en los sinaptosomas su EDgq para evocar la libe-
racion de GABA es 2.9 nM, mientras que la 4-AP re-
quiere concentraciones micromolares para evocar libe-
racion de neurotrasmisorest24). En el axén, la NTX
tiene una K4 de 300 nM para disminuir la corriente de
K*(5), mientras que la 4-AP vy el tetraetilamonio {otro
farmaco conocido como blogueador de los canales de
K*(2), son activos sobre las corrientes de K* del axén
a concentraciones mifimolares.

Aungue la NTX y la 4-AP se comportan como blo-
queadores de los canales de K* e inducen liberacién de
neurotrasmisores, existen ciertas diferencias en sus efec-
tos, por ejemplo, su eficacia para evocar la liberacion
de neurotrasmisores es diferente(23: 24). |3 4.AP es
incapaz de aumentar la liberacion de neurotrasmisores
en una preparacion despolarizada con K* alto (20 mM)
(24), mientras que la NTX suma su efecto liberador al
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evocado por K* 15 mM(23) | o5 experimentos de Bart-

schat y Blaustein!3) sugieren la presencia de diferentes
poblaciones de canales de K* en las membranas sinap-

tosomales. Las diferencias entre los efectos de la NTX
y la 4-AP podrian indicar que estos dos farmacos estan
interaccionando preferencialmente con diferentes po-
blaciones de canales de K* o que emplean diferentes
mecanismos para reducir la permeabilidad al K*.

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

En resumen, la caracterizacion de los mecanismos
de accion de nuevas toxinas naturales, sobre distintos
eventos involucrados en la trasmision nerviosa {(corrien-
tes, flujos idnicos, liberacion de trasmisores, etc.), abre
nuevas perspectivas en el entendimiento de los procesos
moleculares que determinan la funcién neural,

Este trabajo ha sido realizado con el apoyo adicional de donati-
vos de CONACYT y de la Fundacién Miguel Alemén.
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