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INTRODUCCION.

I.ANTECEDENTES HISTORICOS DE LOS ESTUDIOS SOBRE LOS VENENOS DE

ALACRAN.

Los primeros estudies aocbre el veneno de los alscranes
surgieron a ralz del problema que se presentaba en algunas
poblaciones de México, Centroamérica, Africa del nortey en el
Oriente Medio. Los individuos intoxicados presentan:
hiperexcitabilidad, salivacidn, disnea, convulsiones, paralisis y
muerte. Los venenos y toxinas de alacranes causan secrecién de
neurotransmisorez, arritmias en corazén, dispareos repetitivos vy

despolarizacidn de neuronas, y muchos otros efectos (37, «4, 65).

En el siglo XVI, en la Nueva Espafia, Francisco Herndncex (28},
hace referencia a algunas plantas que log nativos utilizaban para
aliviar los sintomas de 1las picaduras producidas por los
alacranes. Entre éstas se encontraban: ichcaxihuitl (algodoén),
aocoxochitl (flor  de pinc del agua), hoitziloxitlanethina (o

arbol que mana resina ), etc..

En el ziglo XVIII. el ayuntamiento de la ciudad de Durango hace
un-llamado a los vecinos en la "Gazeta de México"™, en mayvo de
1785, para contribulr con '"dos, cuatro u ocho reales al mes para

que los muchachoa que los coxan se les pague medio real de  cada




docena, que 4deberan matarse a presencia del Sindico Procurador,
para por este medio poder disminuir los respectivos dafios que se
padecen desde fines de =ste mes hasta el octubre."..." El zelo
del presente Gobierno, empleado en promover las felicidades del
Pablico, a maAs de proporcionarle cuantos auxilios penden de su
arbitrio se ha ofrecido a contribuir con 1o que falte para pagar
los Alacranes que se maten, prometiende también de su sueldec el
premio de 500 ps. al que descubra algdn secreto con que se logre

extinguir tan maligno=z inszectos."

Dos meses después, el 12 de julio de 1785, la "Gazeta de
México" publica un "secreto" que dice:
“Secreto para matar 1los alacranes. Se tomard una parte de
raspadura o rasura de cuerno de Ciervo, otra igual de Fresno, VY
otra de Azufre, y se mezclarén."”
"Se pondra un brasero con lumbre bien encendida e&n cada pieza de
las que tenga 1la casa, Yy en cada uno se echard de dicha mixtura
la cantidad que se quisiere para llenar de humo toda la casa y

mueran los Alacranes.'(38).

La cantidad de veneno dada por una picadura que puede provocar’
un cuadro clinico dramiatico es muy pequefia. El veneno debe tener
componentes muy actives. Por lo tanto, es de muchoc  interés el
estudio sistematizado de los venenos de estos ardcnides, y de los
efectos fisiopatolégicos que producen en los organismos

afectados.

En 1899 Altamirano (2}, y en 1923 Ocaranza (41), publican los



primeros reportes cientificos sobre los efectos toéxicos de

alacraner mexicanos.

En 1944, Efrén del Pozo y su grupo, empiezan a caracterizar los
efectoe tdxicos de los venenos de algunos alacranes mexicanos

(Centruroides guffusus suffusus, ¢ limpidus limpidus, ¢, limpidug
-tecomanue, y C.noxius). Este tltimo es considerado como el mgs
~ venenoso de los alacranes nexicanos. Despues, estos
investigadores comienzan a identificar los mecanismos mediante

los cuales se producen los efectos sobre el sistema respiratorio,
vasomotor, muisculo estriado (fibrilacién, contraccidn, etec.} asi

coms su relacidn con ila innervaciédn periférica y/o

central (50, 51, 52, S§3j.

En 1948, Del Pozo sugiere gque 1la purificacidn de los
componentes de estos venenos seria muy deseable para dilucidar su

modo de accioén (51).

Estudiando alacranes norafricanos (de la familia Buthidae), el
grupo de Miranda, en Europa, en 1958, proporciona dates muy
importantes para la purificacién de los componentes téxicos de
los venenos de alacran. Reportan gue las toxinag son de bajo peso
molecular, solubles en agua, y que sometidos a electroforesis a

pH 8.6 mlgran hacia el catoco (39).

En México, desde 1977 el grupe de Possani ha publicado una
serie de articulos en los que caracteriza bioquimicamente al

venene de alacranas del género Tytius (Brasil) y Centrurcides



(México) (21, 44, 45, 46, 47, 48).

Puede afirmarse que a medida que se obtengan una mayor cantidad
de informacién scbre estos compuestos, podran usarse mejor como

herramientas en estudios de Biologla Celular y Neurobiologia.

IT.. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LAS TOXINAS DEL

VENENO DEL ALACRAN gentruroides noxius (26, 44, 45).

La letalidad de 1las toxinas se determina por inyeccién
intraéeritoneal en ratones albinos. Para venenos de alacranes
latinoamericanos la dosis letal media (DLS0) varla entre 0.25 'y
1.35 ug/g de peso corporal. La DL50 de C. noxius es de 0.26 ug/g

(45).

El veneno obtenido por estimulacién eléctrica del telszon de los
alacranes contiene de 30 a 50% de material higroscoépico y
. gelatinoso. El venano de los alacranes se compone principalnente
de proteinas y péptidos de diferentes pesos mnmoleculares, entre
los que se encuentran hialuronidasas. Contlienen también
aminoadcidos libres, sales inorganicas, nucledtidos y lipidos. Se
encuentran en mayor proporcion varias familias de polipéptidos
basizne con un peso molecular de alrededor de 7,000 daltones vy
con actividades nsurotdxicas. Aqul se distinguen bAsicamente tres
grupos de familias; aquellas que afectan tejidos excitables en

mamiferos, crustdceos e insectos.
El métedo g=neral de purificacion de toxinas de alacran
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{10} consiste basicamgnte en:

a) Extraccién con agus bidestiladus para eliminar mucoproteinas,
que podrian interferir en los siguientes pasos de purificacion,
b) Cromatografia de exclusidn por peso molecular en columnas de
Sephadex G-50 (amertiguador de acetato de amonio 20 nt, pH 8.6).
Este paso permite una separacion gruesa de muchos componentes.

¢) Cromatografia de intercambloc iénico (se utiliza el misgo
amortiguador que en el inciso anterior), en intercambladores de
aniones y luego cationes, Este paso permite el alslamienteo y
purificacién finales de muchas proteilnas neurotdxicas activas en
mamiferos, insectes o crusticeos. También en algunos casos se

obtiene una mejor rescluciédn eluyendo con un gradilente salino.

Para el veneno de C.noxius se obtienen, de acuerdo al ‘esquema
general mencionado, tres fracciones principales en Sephadex C-50:
Fraccién I.- Componentes de alto peso molecular (entre ellos
hialuronidasas).

Fraccién Il.-Contiene los polipéptidos téxicos, de peso molecular
entre 3000 y 15000 daltones. Constituye entre el 63 y el 71% del
veneno scluble.

Fraccion 11I.-Polipéptidos de bajo peso molecular y sustancias

diversas que absorben a 280nm.

Posteriormente 1la fraccion II se cromatografia en columnas de
intédrcambio idénico en carboximetilcelulosa (CMC) con un gradiente
de . NaCl. Se separan asl, 14 compenentes, con upa alta
reproducibilidad, aunque en ocasiones, la posicién de los

componentes menog basicos (II-1 a II-S) puede variar, dependiendo



de las caracterlisticas de la columna (tamafioc), volumen del
gradiente, o cantidad de proteina aplicada. La parte mas
constante del cromatograma lo conetituyen las toxinas II-8 a II-
14. E]l porcentaje de protelnas téxicas en esta fraccién es del
77%. Por le tanto, del 48 al 55% del venenc total soluble esta

representado por algin tipo de protelna toéxica.

A continuacién mencionaré brevemente las accionez de algunas
toxinae de la fracecién II (45)
II-5.- Es téxico para crustaceos.
I1-6.-Es toxico para crustaceos aunque menos toxico para
mamiferos.
I1-8.-Es letal para raton.
II-9.2.2.- Obtenido por recromatografia de II-9, es letal para
ratén y bloquea canal de Na+.
II-10.-Es toxico para mamiferos, blogquea canal de Na+ en
experimentos de fijacidn de voltaje en axdn gigante de calamar
(12).
II-11.~- Es letal para mamiferos, bloquea el canal de K+
dependiente de voltaje en axones de calamar gigante, y canal de
K+ dependienter de Ca++ en tubulos T de musculo esqueletico de

conejo (12, 14, 64).

Lage toxinas de alacrdn son moléculas muy compactas ¥y
terﬁoestables, ¥y poseen entre 36 ¥ 70 residuos de
aminodcidos (45). El grupo del Dr. Possani ha secuenciado algunas
de  estas toxinas. A continuacidn se presenta la secuencia N-

terminal de los péptidos II-9.2.2., II-10 (ambas con un peso
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molecular -PM-, aproximado de 7,000 daltones) y II-it (PM
aproximadeo: 4,200 daltenes) de gentruroides noxius, y de la
toxina gamma de Tityus serrulatus, péptidos de interés en el

pregaente trabajo:

C.n.11-9.2.2.Lys~-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asp-Lys-ABn-Thr-Gly-Cys-Lys-
Tyr-Glu-Cys-~Leu-Lys-Leu-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cis-Leu-
Arg-Glu-Cys-Lye-Gln-Gin-Gly-~-Tyr-Lys-Gly-Ala-Gly- uly-
Tyr-Cys-Tyr-Ala-Phe-Ala-Cys-Trp-Cys (46)

C.n.II-10 Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asn-Leu-Tyr-Thr-Gly-Cys-Lys-
Tyr-Glu-Cys-Phe-Lys-Leu-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cys-Leu-

.. {12, 46)

€.n, II-11 Thr-lle-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
(47)

T.s.gamma Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Met-Asap-His-Glu-Gly-Cys-Lys-Leu-
Ser-Cys-Phe-1le-Arg-Pro-Ser-Gly-Tyr-Cys-Glv-Arg-Glu-
Cys-Gly-Ile-Lys-Lys-Gly-Ser-Ser-Gly~Tyr-Cys-Ala-Trp-
Pro-Ala-Cys-Tyr-Cys-TyrGly-Leu-Pro-Asn-Trp-vVal-Lys-
Val-Trp-Asp-Arg-Ala-Thr-Asn-Lys-Cys (48)

El Dr. Possani ha demostrado por experimentos de
desnaturalizacion seguidos por dispersioén optica rotatoria que
las toxinas de 1los alacranes mexicanos son moléculas muy
compactas y estan estabilizadas por cuatro puentes disulfure, que

corresponden a las ocho cisteinas de las moléculas (45).

Los datos obtenidos mediante caracterizacidén espectroscodpica de

5 toxinas ( X.serrulatus II-5.3.,C.elegans 1I.6.1., II1.7.1.,C,

noxius I1I1.9.2.%2., II1.10.2) demuestran que son reversibles a la

desnaturalizacién térmica y contienen de 20 a 22% de estructura

beta plegada, y de 4 a 11% de alfa hélice. (Para C,_ _noxiug



11.9.2.2 es de 22 y 11% respectivamente) {45, 49, 66).

E)l wso de neurotexinas come herramientas en la Neurobiologla
ha aumentado en lea dltimoz afos. Se han hecho grandes esfuerzos
en la busqueda de toxinas que se upan especificamente a ciertos
. receptores. Estas toxinas pueden usarse para aislar y marcar

estos receptores.

Antes de abordar este tema, mencionaré brevemente alguncs
conceptoa  bislcos de los receptores que son de interés en este

trabajo: los canalesg de sodio y de potaslo,

III. PAPEL DE LOS CANALES VLE SODIO ¥ DE POTASIO EN LA

EXCITABILIDAD CELVLAR (29,

Esta seccion es por nacesidad muy hreve, y scolamente aborda de
manera muy general el papel de los canales iénices en 1la
regulacidén de las corrientes de membrana y de los fenémenos de

activacidn de tejidos excitables.

Uno de los mecanizmos mads importantes de la Fisiologla Celular
es la permeabilidad selectiva de la membrana celular (por medio
de canales 1dénlcos), tanto en reposo como durante el potencial de

accién. Otros mecanismog incluyen proteinas transportacdoras gue
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requieren de energla (ATPasas) asl como acarreadores de iones.

Por ejemplo: entre los primeros descubrimientos de gran
importancia estd el que la membrana celular en reposo es
practicamente  impermeable a los iones sodio, y que al iniciarse
el potencial de accidn, la membrana abruptamente comienza a
permitir el pase de estos iones. Este cambio drastico de
permeabilidad se debe a la operacién de canales especificos que

me abren y permiten el paso de los ionea sodio.

Los canales ionicos son poros macromoleculares que se
encuentran atravesando las membranas celulares. Son moléculas
excitables, que responden de manera especlifica a diferentes
estimulos: cambios del potencial de membrana, estimulocs quimicos

{por ejemplo neurotransmisores), deformaciones necanicas, etc.

Una caracteristica importante del poro abierto es la
permeabilidad selectiva, permitiendo sélo a un determinado grupo
de jones fluir pasivamente a través de los canales, por su
gradiente electroquimico, y a una velocidad mayor de diez

millones de iones por segundo.

Otra propiedad fundamental de los canales idénicos es la "accién
de compuerta"”. Etz decir, tienen un sensor {que es una ¢ varias
maléculas . que estan asociadas al canal) que detecta un estimulo
eapecifico y que va a permitir que los canales gse abran o se

cierren, permitiendo o no el flujo de iones.



Los canales que son sensibles a compuestos gquimigos o a
neurotransmisores poseen sitios de unidn a estos compuestos. For
ejemplo, para que los canales de potasioc dependientes de calcio
se -abran, requieren que se unan a cada uno de elloz, desde el

espacio intracelular, doe o tres icnes calecio.

Todos los canales sensibles a voltaje o a transmisores que se
han estudiado, tienen diversas cinéticas de apertura-cierre;
pueden presentar diferentes en el estado abierte o cerrado. Por
lo tanto, pueden retrasarse, inactivarse o desensibilizarse en ei

curso del tiempo.

Las neurotoxinag, compuestoz quimicoe e iones en el medio
pueden alterar la respuesta de los sensores a camblos en el

potencial de membrana.

IV. LAS NEUROTOXINAS QUE ACTUAN EN CANALES DE S0DIO DEPENDIENTES

DE VOLTAJE EN MEMBRANAS EXCITABLES (8, 15, 27, 29, 56).

El canal . de Na+ es el responsable de la corriente

despolarizante en una gran varledad de tejidos excitables.
Una gran cantidad de toxinas ejercen Bus efectos téxicos
modificando las propiedades de los canales de Na+ involucrados en

la . generacion de 1los potenclales de accidn de 1las neuronas,
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<orazén  y misculo esquelético.

A este canal se unen especificamente 4 clases de neurotoxinasl
probablemente en 4 sitios distintos del canal. Estas toxinas han
ayudado enormemente a la caracterizacion, purificacion y
recongtitucién de proteinas 1integrales que conforman a este

canal.

La v primera clase dincluye 1la tetrodotoxina (TTX), vy la
‘saxitoxina (STX). Estas son guanidinas heteroclclicas pejuefias vy
tienen carga positiva. Muestran gran afinidad por el éanal, ¥
presentan constantes de disoclacién de orden nanomolar. Se unen a‘
la parte externa del canal e inhiben la entrada de Na+. Puede ser
que el sitio de unién se encuentre en ¢ alrededor del extremo

externo del poro del canal {15).

La segunda clase incluye a neurotoxinas alcaloides como 1la
veratridina, 1a grayanotoxina y la aconitina, y a la toxina de
5apo  batracotoxina (BTX). Estes son compuestos policiclicos
liposolubles (27). BTX y veratridina son moléculas pequefias (PM
538 'y 674 respectivamente) liposolubles, que pueden
interaccioner con el canal tanto por su ladoc externo como por el
internc. Estas toxinas disminuyen el umbral de activacién del
canal, en 50 mV. Ademids eliminan tanto la {inactivacion rapida
como 1a lenta (séleo la BTX), lo cual da lugar a la activacién
persistente de los canales. También disminuyen la selectividad vy
la conductancia de estos canales. En ensayos de reaccidn

competitiva, se ha demostradeo gue tienen un sitio comun de union.

1t



Debido a que alteran tanto la activacién como la inactivacién del
canal, el sitio de unién de estas toxinas al receptor podria
estar localizado en una regidn importante para ambos procesos

{15).

Existe un tercer sitio diferente de unién a estos conales, con
el cual interactudan algunos péptidos alslados a partir de venenos
de alacranes (toxinas alfa) (por ejemplo, en este sitic se unen
péptidos de Androctonus_australis Hector (Kd=0.7 nM) y Leiurus
quinguestriatus quinquestriatus, 1la tityustoxina del alacréan
brasilefio Tityus _gerrulatus), y de anémonas marinas. VEstas
toxinag hacen mas lenta ¢ bloquean la inactivacidn del canal;
liberan neurotransmisores de sinaptosomas (KRd=30 nM) y ademas
tienen efectos aditivos en el bloquec en presencia de

neuroctoxinas del tipo de la BTX.
En una revisién publicada en 1980 {15), Catterall resume las

propiedades de los sitios receptores de neurotoxinas en el canal

de sodio. Estas se presentan la tabla I.

12



TABLA I. Sitios receptores a neurotoxinas en el canal de sodio.

S5itio receptor

de la toxina Ligandos Efecto fislolégico
I Tetrodotoxina Inhiben el transporte
Saxitoxina iénico.
1T Veratridina Alteran la activacién
Batracotoxina e inactivacioén.
Aconitina . Causan activacidn
Grayanotoxina persistente.
111 Toxinas de Inhiten la inactivacién
alacrian y Incrementan la
de anemenas activacion persistente
marinas causada por la
veratridina,
batracototoxina,
aconitina y
grayanotoxina.

Las toxinas del tipo beta del alacran americanc actiian sobre un
cuartoe sitioc de unién del canal, vy tienen efectos sobre 1la
activacién del canal. Por ejemplo; el veneno del alacran
norteamericano Centrurcgides gculpturatus, y el de Centrurcides

suffusus (toxina II) (citado en la referencia 8).

Lazdunski (citado en 8) propone un quinto sitio de wunidp al

canal por otro bloqueador de este canal: la toxina gamma de

Titvus serrulatus, con una Kd de 2.3 ¥ 10'12 para la toxina

nativa, y de 4 a 5.5 ¥ 10712 para la toxina yodada.

También se sabe que la toxina II-10 de €. noxius bloquea de

manera selectiva al canal de sodio:

13



En 1984 Carbone, Possani y colaboradores (12) publican un
estudioc sobre los efectos de la toxina II-10 de C. noxius en las
corrientes de Na+ y K+ en axperimentos de fijacién de voltaje en

axdn gigante de calamar.

Qb=ervan que la toxina II-10 de C. noxius produce, sin afectar
las corrientes de potasio, los siguientes cambios en las de

sodio:

- En corrientes separadas farmacoldgicamente (por bloqueo
gelective de canales especificos mediante el uso de dreogas),
concentraciones bajas de la toxina (0.28-1 uM} producen una baja
en el plco de la corrlente de entrada de Na+, con un efecto

insignificante en gu inctivacidn.

- A concentraciones mayores (13 uM), se reduce drasticamente el

pico de la conductancia y el curso del tiempo de su inactivacion.

- 'A concentraciones altas (10 uM), la toxina produce una
depresién selectiva de 1los picos de corriente de entrada de
godio, =in causar ningdn efecto en las corrientes de potasic. A
eata concantracién, tamblén modifica laz constantes de velocidad

en la transicidp del estade inactivado al segundo estado abierto

del canal.

En ensavos de competencla se ha demostrado que 1las toxinas:
gamma de T, serrultus, I7-9.2.2 y II-10 de ¢. nexius compiten

por el mismo aitio de unidn al canal de sodio.
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g8 mediante algunos de los agentes bloqueadores del canél de
sodio que ha sido posible locallzar, alslar y purificar este
canaly y con esto ha sido posible deducir algunas de sus

caracteristicas bAsicas:

En el misculo esqﬁelético de rata el canal de Na+ tiene un peso
molecular (PM) de 315 kD, estd formado por una proteina de Pﬁ
aproximade de 250 kD, una subunidad de 47 kD y 2 subunidades de
38 kD. Los canales de codic de membranas sinaptosomales de
cerebro de rata estan constituidos por un péptide alfa (FM
260 kD), y 2 subunidades mAs pequefias, beta 1 (3¢ kD) y beta é
{37 kD). La subunidad alfa estd unida por puentes disulfuro a la

subunidad beta 2.

La proteina de 260 kD est4d involucrada en la activacién por BTX,

unién de toxinas de alacran vy en el proceso de conducecién .

~Adn no ha sido determinado el papel que Juegan las 2

subunidades pequefias.

La ' conductancia - del canal en su estado abierto es de 12-18

plco-Siemens (pSi).

Tiene la siguiente secuencia de selectividad iénica: Na+ > Li+
> K+ »Rb+ > Cs+. También es permeable a algunos -cationes

orgdnicog como: amonio, hidroxilamonio, guanidina (26). Esto
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suglere que el tamafio mlnimo del filtro selectivo del poro es de

3 X 5 angstroms.

V. CANALES DE POTASICQ. NEUROTOXINAS QUE LOS AFECTAN (29, 31, 32,

35, 136, 42, 49}.

Julio  Bernstein postula en 1902 una permeabilidad selectiva a
K+ en membranas de células excitables. Puede considerArsele como
el que abre el camino al descubrimiento de los canales de K+.
Existe - una gran diversidad de canales de K+, y con esto se

medulan las funciones de las células excitables.

Los cenales de K+, de cualquier tipo, en estado abiertno,
estabilizan el potencial de membrana: lo acercan al potenclal de
equilibrio del K+, y lo alejan del umbral de disparo. También
- acortan los potenciales rdpidos, finalizan periodos de actividad
intensa,. disminuyen la velocidad de los disparos repetitivos ¥y
-generalmente, cuando - estan -ablertos, - también disminuyen 1la

excitabilidad celular.

Los diferentes tipos de canales de K+ se distinguen mas por sus
propiedades de compuerta que por su farmacoclogla o selectividad

ionica.

‘A continuacion se describen brevemente los principales tipos de

canales de potasio dependientes de voltaje que se conocen:
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- Canal de Potasio Rectificador Retardado.

Las dos caracteristicas mas importantes de 155 potenciales de
accidn axonal son tal vez su gran velocidad de conduccién, aet
como su brevedad vy rapida recuperacién. Se requicre de adecuadas
propiedades. de cable y una densidad ¢ptima de canales de Na+ de
activacion rapida, para que se logren altas velocidades de
conduceién, La brevedad requiere de la inactivacién rapida de
canales de Nar y una alta permeabilidad al K+. En la mayoria de
las células excitables con potenciales de accién cortos (de 1

a 10 nms de duracién a 20 C)}, la alta permeabilidad al K+ se

logra a través de canales de K+ "rectificadores retardados®, que
ee activan rapidamente. Los ejemplos de células que tienen este
tipo de canal de K+ son: axones , motoneuronas, misculo

esquelético rdpido de los vertebrados.

La toxina II-11 de C. noxius bloquea al canal de potasio

dependiente de voltaje en axén gigante de calamar (12, 13).

En. 1982 Carbonre y colaboradores (12) publican la accién de 1la
toxina 1I-11 (noxiustoxina o NTX) de € _noxius en axones del

ST o mD

calamar Loligo wvulgaris, en experimenteos de fijacién de voltaje.

Esta toxina disminuye el pico de 1la permeabilidad de los
canales de K+ dependientes de voltaje, sin afectar su cinética de
apertura-clerre. Este efecto es dosis dependiente, y no afecta la

permeabilidad al scdio. La constante de disociacibén que tiene 1la
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noxiustoxina en aste sistema es de 300 nM. Este es el primer
polipéptido encontrado que bloquea de manera selectiva a  los

canales de K+.

Sitges, Bayvdn v Possanl en 1986 (61) publican gque la NTX, mismo
compenente IT-1! mencionado anteriormente, induce la 1liberacién
del neurotraamisor GABA (4cido gamma-amino-butiricc) an
zinaptozomaz perfundidosz de cerebro de ratén. Este efecto depende
de 1la presencia de Ca++ extracelular para acoplar este estimulo

con la liberacién de este neurotransmisor.

~ Canales que determinan una corrlente saliente transitoria de

K+.

Las membranas excitables muchas veces tienen el papel de
codificar sefiales nerviosas. Transforman el promedic de todas las
influencias inhibitorias y excitatorias a un cédigo de patrones
de diparos de potenciales de accidn. La intensidad del estimulo
modula gradualmente -la respuesta. A mayor corriente, mayor
velocidad de disparo. Este sistema de cédigo modulado por la
frecuencia es el mds utilizado por el sistema nervioso. Después
de cada disparo, 1la membrana se hiperpolariza un poco, V¥
posteriormente se va despolarizando lentamente hasta alcanzar el
umbral de disparo otra vez. Las membranas codificadoras disparan
a la velocidad que refleja la intensidad del estimulo v es lo
suficientemente lenta como para no fatigar a las neuronas vy

misculos que le siguen.
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Estas menbranas codificadoras poseen un tipo adicional de canal
de K+, que se activa transitoriamente en los rangos subumbrales
de los potenciales de membrana. Se ha denominado a la corriente
de esta canal como corriente A, corriente transitoria rapida  de
potasio, corriente transitoria hacia fuera y corriente de

inactivacioén rapida.

- Canal de ¥+ dependiente de calcio, K(Ca) (29, 31, 35).

Existen muchos tipos de canales de potasio activados por
calcio. Estan ampliamente distribuldos en diferentes células vy
tejidos, y tienen un papel importante en la secrecidén, disparos

repetitivos, y repolarizacion de los potenciales de accidn.

Todos estos canales se activan con calcio intracelular. Pueden
ser de conductancia pequefia o _grande, pueden ser muy selectivos o
8clamente selectivos' a cationez, o bien dependientes o

independientes de voltaje.

A continuacion se describe el canal de K+ activado por calcio

de conductancia unitaria grande (29, 31):

Esta presente en las membranas de los tudbuloz @ T de

‘musculo esquelético. Ha sido pesible incorporar a estos canales a
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bicapas lipldicas planas a partir de misculo esquelético de rata,
conejo, sinaptosemas de cerebro, misculo 1liso y células

cromafines (59).

La densidad de este canal en la membrana del tubula T ez nuy
baja. Es muy selectivo para K+. La conductancia de cada canal es
de 230 pSi. Probablemente esta elevada conductancia y su alta
selectividad se debe a la presencia de poros multiidnicos en el
canal. Para activarlo, el calcio se une del lado cis

(intracelular). Se activan también por despolarizacién.

El numero de jones calclo para abrir al mAximo el canal es
distinto en diferentes canales, y varia desde dos en el canal de

tibulo T hasta cuatro en los canales de niotubo.

Estos canales son altamente selectivos; en tdbules T, musculo
liso y en células cromafines tiene la sigulente secuencia: Tl+ >

K+ » Rb+ » NH4+

Los siguientes compuestos son blogqueadores del canal:
a) Litio y sodio por la parte interna;
"b) Cesio en los tibulos T, tanto desde la parte cis (interna)
como desde la parte trans (externa);
c) Tetraetilaronio y nonilmetilameonio en los tubulos T;
d) Ei calcio a una concentracidédn mayor de 1 mM, del lado ecis;
e) Bario del lado cis induce un incremento en la frecuencia de
cierre del canal;

£) Caribdotoxina, que es un peéptido basgico de Leiurus



qujipguestratus quinquestratus, con un peso molecular aproximado
de 4,800 daltones, bloquea el canal por el lado externoc. Presenta

una Kd de 1.8 nM (64);

g) Noxiustoxina, del alacran mexicano Centruroides noxius,

posibiemente actia er, el mismo sitio de la caribdotoxina.

En experimentos con bicapas lipldicas planas que contienen un
solo canal, Valdivia, Smith, Coronado y Possanil (64) demuestrah
que la NTX afecta al canal de K+ activado por Cas++ de tubules T
de misculo esquelético de rata. En la presencia de 800 nM de NTXK
desde el lado trans ("extracelular") se reduce la probabilidad de
apertura del canal de K+«{Ca++) de 0.85 en condiciones control, a
0.44 ante la presencia de la toxina. A partir de curvas dosis-
respuesta, se estima que la constante de disociacidn de la NTX,
es de 450 nM para este canal. El mismo grupo de investigadores
compara la secuencia de la NTX con otro bloqueador del canal de
K+{Ca++}, la CTX o caribdotoxina (es una protelna purificada a
a partir del alacran Lejuruz guinguestriatus quinquestriatus, que
también bloquea a este c¢anal, pero con una ¥d mucho menor, de
1.8 nM), Se encuentra un 60% de homologia en el decapéptide de 1la

regién C-terminal de ambas toxinas.
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VI. MOVILIDAD DE LOS CANALES MEMBRANALES.

En 1972 Singer y Nicolsen (60) proponen el modelo del mosaico
fluido para 1las membranas plasmaticas celulares, y sugleren a
éstas como una especie de sclucién bidimensional de protelnas

globulares integrales dispersas en una matriz lipidica fluida.

Hoy en dla estd bien establecido que la mayor parte de 1los
lipidos de 1a membrana celular se encuentra en estado fluido en
condiciones fisioldglcas, que muchas protelnas son méviles, y que
su movilidad en el plano de la membrana tlene gran lmportancla
fisioldgica (por ejemplo: la agregacidén de algunos receptores a

hormonas en microagragados para luego ser endocitados) (1, 6).

5in embargo, parece ser que en tejidos diferenciados una gran
fraccidn de 1las protelinas membranales son inméviles y no estan

distribuidas al azar (6).

Existen funciones fisiolégicas importantes que ocurren en 1la
superficie de las células, y dependen de interacciones dinamicas
de las moléculas embebidas en la membrana plasmatica, unas con
otras, y con moléculas y estructuras intra y extracelulares (23).
Por ejemplo: leos reseptores nicoetinicos de acetilcolina en fibras
de misculo esquelético estidn concentrados en la zona terminal de
innervacidn; también receptores de otros neurotransmisores en

otras membranas postsinidpticas estdn concentrados en estas areas
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La membrana celular del muscule tiene dos componentes:
sarcolema (membrana de superficle) y el sistema transverso de
tibulos T (STT). Algunas protelnas tienen una distribucidn

desigual en ambos (1, 22):

-Los receptores de acetilcolina estan confinadogs a la placa

neuromuscular del sarcolema.

-La mayoria de los canales de calcio residen en el STT vy su

concentracidén en esta zona es 3 veces mayor a la del sarcolema.

-La densidad promedis de la bomba de Na+/K+ en el sarcclema es

15 veces mayor que en STT.

- Los canales idénicos involucrados en la excitaclidn (canale=s de
Na+ y  de K+ dependientes de voltaje) son mas abundantes. en el
sarcblema. Puede ser que se necesitan corrientes idnicas grandes
a lo largo del sarcolema para obtener una velocidad adecuada para
la conducciédn del! impulso a través de las fibras musculares (que
tienen varios cm de 1largo)}. Por otro lado no se requieren
velocidades tan altas de conduccidn en STT va que ocurre en

distancias de pocas decenas de um.

-En. una distancia de menos de 20 um la concentracidén de 1los

canales de Na+ pueden incluse variar 2 veces. En los tdbules T la
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densidad de los canales de Na+ es de aproximadamente la mitad de
la que hay en sarcolema. Se ha sugerido que la transicién entre
ambas  zonas es gradual, y que la menor densidad se encuentra en

la porcion central del tubule T.

Kimon Angelides reporta en 1986 (3) la segregacién de 1los
canales de sodio en cocultives de musculo innervado. Estos
canales se encuentran co-localizados con los receptores de

acétilcolina en la regién de la unidn neuromuscular.

La densidad promedio de los canales de K+ dependientes de
voltaje en el sistema transverso de tubulos T (STT) es 0.4 veces

la del sarcolema.

El canal de K+ rectificador de la corriente de entrada puebla

ambas porciones con la misma densidad.

No se sabe aun la distribucidén de 1los canales de potasio

dependientes de calclo.

Para que la segregacidén se mantenga, las proteinas membranales
deben estar inmovilizadas (por ejemplo por su unién a estructuras
celulares fijas) o debe existir una fuerza organizadora que

continuamente regrese a las moléculas que se han alejado (6, 23).
Se requiere de interacciones entre las moléculas de la membrana
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plasmatica, o con componentesz citoplasmiaticos para la formacidn
de estructuras especializadas. Estas estructuras astan
involueradas en varias funciones e incluyen, por ejemplo:
fibronectina'(que son fibras extracelulares de glicoproteina, que
contribuyen a la formacién de una matriz conectiva éericelular),
regiones recubiertas de 1la membrana plasmatica que pueden
contener receptores de varios tipos como por ejemplo-la proteina
clatrina que puede mediar endocitosis de una. gran varledad de
complejos ligando~receptor (por ejemplo: insulina, factor de
crecimiento epidernial, lipoprotelnas de baja densidad y alfa-2

macroglobulina) ¢23).
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OBJETIVOS DE ESTA TESIS.

a). . Obtener toxinas del veneno del alacran de Nayarit (C.noxius)
en forma homogénea, especialmente las toxinas II-13), II-10 vy II-

9.2.2,

b) Marcar a estas toxlnas con sondas fluorescentes y/o0 cuerpos

densos a la microscopla electrénica {ferritina).
¢) Caracterizar las toxinas marcadas.

d) Mediante el uso de las toxinas mencionadas. en ios incisos
anteriores, desarrollar técnicas que permitan visualizar la
localizacion de sus receptores y estudiar la movilidad de eéstos
en cocultivos de misculo estriado innervade de rata, y/o en

la corteza de cersbro de ratén.

e) Especial atencidn serd dada a2 la movilidad de canales de K+.

reconocidos por la NTX.
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MATERIAL Y METODOS,

I. PURIFICACION DE LAS TOXINAS DEL VENENO TQOTAL DE ‘Centrurogides

noxius {463.

&) Obtencidn del veneno.

E1l wveneno se obtuve por estimulacidn eléctrica del telmon del
alacridn ¢, npoxius. El nmaterial hidrosoluble =e obtuvo por
centrifugacidn a 8,000 rpm por 10 minutos. El precipltado se lave
nuevamente en agua bidestilada, se centrifugd a 10,000 rpm
durante 15 wminutos. Loz sobrenadantes fueron recuperados y

liofilizados. Se guardaron a -20°C hasta su uso.

b) Separaciones cromatograficas.

El veneno scluble liofilizade fue resuspendido ern amertiguador
de -acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. Se aplicaron alicuotas de
esta solucidn en una columna de Sephadex G-50 para separar los
componentes del vwvenenc con base en sus pezos moleculares., La
fraccidén toxica a mamliferos (ratones) fue separada suceslvamente
en varias columnas de intercambio lvniceo catidnico, de
carboximetilcelulosa, todas ellas equilibradas y eluidas en un
amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7, vy de fosfatos de
sbdio 50 mM a un pH Jde 6.0 y/o B.0. La separaciéon se obtuvo
mediante el uso de gradientes lineales de clorure de sodio. Parte

‘de esta estrategia ya habla sido descrita anteriormente {46).
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c} Ensayos de toxicidad,

El seguimiento de la purificacidn de 1las toxinas se hizo
mediante un bioensayo sencillo, que consiste en inyectar ratones
albinos (cepa CD1) de 18 a 25 gramos de peso corporal con
cantidades variables (25-200 ul conteniendo de 5 a 50 ug de
proteina) de 1las diferentes fracciones cronatograficas. La
inyeccién se realiza por via intraperitoneal, subcutanea o
intracraneal. Normalmente se utilizo la inyeccién
intraperitoneal. La letalidad de las fracciones se definio con

base en el comportamiento del animal: letal significa que el

animal inyectado presentd excitabllidad, salivacion, disnea,
convulsiones, parilisis de los miembros posteriores, nuerte;
toxico significa que el ratédn presentd alguno de los eintomas
mencionados, p=ro se recuperd al cabo de un dila después de la
inyeccidn; y no réxico significa que el ratén se comportd como
los controles inyectados con solucidn salina o con los

amortiguadores raespectivos.

d) Criterios de pureza de las toxinas.

La homogeéneidad de las toxinas se verificé por: comp&rtamianto
cromatografico {simetrla de 1los picos del cromatograma);
electroforesis en geles de acetato urea y de SDS poliacrilamida
de 10 a 20%; v secuenciacidn automatizada de los aminoacidos de

la porcién N-terminal de los péptidos (46, 5S4, 55, 67).



I1.CONJUGACION DE FERRITINA AL ANTICUERPO MONQCLONAL BNTX-4 (5,

34) .

El anticuerpo monoclonal contra la fraccién II-11 wutilizado
fue preparado en el laboratorio del Dr. Possani por la Bldloga

Roeclo Sanchez.

Se afladieron 06.1i4 ml de una solucién de NaCl 150 mM que
contenian 14,04 mg de ferritina libre de Cd++ (Polysciences ) al
anticuerpo monoclonal (Acm) BNTX~4 (7.2 mg) para una solucidn
final de 0.21 ml de NaCl 0.5 M preparada en amortiguador de
fosfatos dé sodio 0.05 M, pH 7.4 . Con agitaciébn muy suave se
afiadid gota a gota glutaraldehido (Polysciences) de una sclucidn
stock al 0.S5% hasta alcanzar una concentracén final de 0.05%.
Después de una hora de agitacidn a temperatura ambiente se afiadid
lisina hasta alcanzar una concentracién final de 0.1 M , para
neutralizar los sitios activos del glutaraldehido. La mezcla se
incubd por una hora mas a la misma temperatura y se dializé toda
la noche contra NaCl 0.5 M en amortiguador de fosfatos 0.05% M pH
7.4 a 4°C. El sobrenacante se guardd a 4°c hasta ser -utilizado de
nuevo. Antes de aplicarlo a la columna de afinidad se dializo

contra el amortiguador de carrida: Trig-HCl 0.5 M pK 7.95



III.PREPARACION DE LA RESINA DE AFINIDAD CON NTX Y PURIFICACION

DEL COMPLEJO ANTICUERPQ MONOCLONAL BNT¥X-4-FERRITINA.

El acoplamlento de la toxina NTX a resina de Affigel-10 se
realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Bio-Rad

Laboratories}).

Se resuspendié 2.035 mg de NTX liofilizada en 5.5 ml de agua
bidestilada. El pH de la toxina se ajusté a 8.0 con amortiguador
de bicarbonato de sodic 0.2 M. Se tomaron 5 ml de Affigel-10.
Sobre un matraz quitasato se colocéd un embudo para filtrar al
vaclo la suspensidn del affigel al aﬁadir.primero aproxihadamente
10 ml de alcohol isopropilico, luego se afiadieron aprox. 15 ml de
Ho0 previamente enfriada a 4°c. El amortiguador de acoplamiento
fue carbonato acido de sodio 0.1 M, pPH B.0 . En otro recipiente
se afiadid al affigel la toxina preparada (2-10 mg 1ligando/mg
gel), agitAndose suavemente durante una hora. Para inactivar
poaibles grupos reactivos reeiduales se afiadié 0.1 ml de

glicinamida 1.0M por cada mililitro de gel. Esto se guardd a 4°c.

En una columna de (1 X 20) cm se colocd la resina de afinidad-
NTX preparada en amortiguador Tris-HCl 0.5 M pH 7.95 . Se aplico
el Acm BNTX-4-ferritina, después se hizo pasar por 1la columna
tiocianato de sodio 2 ¥ , para desprender los anticuerpos
monoclonales acoplados a ferritina que preservaron su actividad

contra la NTX. Inmediatamente después, és3tos se dializaron con
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amortiguador de fosfatos de sodioc 0.5 M, pH 7.4 y se concentraron

con Aquacide II (Calbiochen).

IV.PREPARACION DEL TEJIDO DE LA CORTEZA CEREBRAL DE RATA PARA' SU

OBSERVACION AL MICROSCORIO ELECTRONICO (62).

5S¢ decapltaron cuatro ratas Wistar (230 a 300 g de peso),
removiendo el cerebro para posteriormente cortar la corteza a UH
espesor de 1 mm. Se transfirleron los fragmentos a una solucién
de Ringer-Krebs (4°¢). Se lavaron dos veces con la misma solucién

para eliminar el exceso de sangre.

V. PREPARACION DE LOS SINAPTOSOMAS CEREBRALES DE RATON PARA =~ SU

OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO (1i1).

Todas las operaciocnes se llevaron a cabo a 4°%¢c a menos que se
indique. Cuatro ratas Wistar, (machos y de 250-300 mg de peso) se
decapitareon, ¥y el cerebro fue retirado, se homogenizaron la
corteza 'y el tallo cerebral en 9 volumenes de sacaresa 0.32 M,
centrifugando a 1,000 X g por 10 wmin. El sobrenadante se
centrifugé a 145,000 X g por 1S min. El1 botén, que contenia
mitocondrias, sipnaptosomas, pequefios fragmentos de mielina vy
microsomas, se resuspendid en un volumen igual de sacarosa 0.32 M
y se resediments a 15,900 ¥ g por 20 min. Se colocd el uwltimo
botén - resuspendido - en sacarosa 0.32 M sobre un gradiente
discontinuo de sacarosa de 0.8 M a 1.2 M, se centrifugs una hora

"a - 53,000 X g. Asl se obtuvieron tres subfracciones: mielina,
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ginaptosomas y mitocondrias (al fondo). Se colectaron por
separado y se sedimentaron 15 minutos a 20,000 X g . Los botones

o precipitados se resuspendieron en 1 a 3 ml de sacaraosa 0.32 M.

VI.OBTENCION DE SINAPTOSOMAS CEREBRALES DE RATA PARA LOS

EXPERIMENTOS DE UNION (16).

Se durmieron 2 ratas Wigstar (250-300 g de peso) con COp, se
decapitaron ¥ el cerebro les fue removido radpidamente. Se lavaron
éstog en una solucién de sacarosa 5 mM TRIS-HCl, pH 7.4 (AOC),
que contenla ademas PMSF (fluoruro fenil metano sulfonilica) 0.1
mt, iodoacetamida 1 mM, fenaentrolina 0.1 mM y pepstatina A 1 mM.
Todo el procedimiento se 1llevd a cabo a Aoc y todas las
soluciones amortiguadoras contenlan estos cuatrc inhibidores de
proteasas (30, 63). Los cerebros se homogenizaron en 30-40 ml de
la soluclén de sacarosa (10 veces en un homogenizador de vidrio
y tefldn)., El volumen final (aproximadamente 60 ml) se sedimentd
a 2,500 rpm en un rotor GSA (Sorvall) durante 10 minutos. Se
guardd el sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 40 ml
de la mismg golucidén, se homogenelzd, y recentrifugd a 2,500 rpm
durante 10 minutos. Se Juntaron los sobrenadantes y se
centrifugaron a 11,500 rpm en un rotor GSA por una hora. Se
realizd un ensayo de Bradford y de Peterson para determinar la
concentracién de proteina (10, 19). Los sinaptosomas se guardaron

a -70°C hasta su uso.
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VII.TINCIONES Y PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA SU

bBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO (11).

La parte relacionada con microscopila electrénica fue llevada a
cabo en el laborateric del Dr. Carabez del Instituto de
Figiologia Celular de la U.N.A.M., el procadimiente ‘utilizado
fue de acuerdeo a la metodologla descrita por Carabez y Possan.i

en 1982 (11).

VIIXI. OBTENCION DE TOXINAS MARCADAS CON CROMOFORCGS FLUGRESCENTES

(4).
Todo el procediniento fue llevado a cabo con luz tenue.

Preparacién de NTX-Rodamina (NTX-R), 1I1I-9.2.2.-Rcdamina (II-
9.2.2-R), II-9.2.2.-Fluoresceina (II-9.2.2-F), II-10-Rodamina
(II-10-R) y IX-10-Fluoresceina (II-10-F):

250 ug de NTX, 200 ug de 1I-9.2.2. y 200 ug de II-10, por
separado, fueron disueltos en amortiguador de bicarbonato ae
sodio 0.1 M, pH ©.0. Se afadid 0.06S, 0.36 y 0.31 ng,
respectivamente, da S{y 6-1 earbori-recpanstil-redaninag (R)

(Molecular Probes, Inc.) disuelta en dimetilsulféxide (DMSO).

Para la preparacién de los compuestos II-9.2.2.-F y 11-10-F, a
200 ug de ambas toxinas, en el mismo amortiguador de bicarbonato
arriba mencionado, se afladieren 0.32 mg de éster N-

hidroxisuccinimida fluoresceina (F) (Molecular Probes, Inc.)
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disuelta en DMSO.

En 1las reacciones de derivatizacién de las toxinazs 11-9.2.2 vy
II-10, 1laz concentraciones de los reactivog fueron elegidas de
manera que la rodamina v la fluorescelna estuvieran en un exceso

molar 3 veces superior a las lisinas totales de la toxina.

En la derivatizaclén de 1la NTX, 1la concentracién de los
reactivos se escogid de modo que la rodamina y las 1lisinas

totales de la II-11i estuvieran en una relacién ©.3:1.0.

Se permitid que las reacciones ocurrieran durante 60 minutos,

eén agitacian suave a. 25°C.

La fraccioén peptidica fue separada de los productos de 1la
reaccion (fluoréforos vy solventes) por filtracidn en gel en
columnas de P-2 (0.5x%15 cm} en acetato de amonio 300 mM, pH 6.38,
Se colectaron fracclones de i ml.y se midid su absorbencia a 280
y 540 nm. El} patréon general en este cromatograma fue la
geparacion de 2 picos. Las protelnas que presentaren absorbencia
a 540 nm fueron liafilizadas, y se les realizé un ezpactro de

absorcién.

Posteriormente cada pico (denominados I y II) se pasd por una
columna de. CMC-32 (0.9%10 cm) en amortiguador de acetate de
amonio 20 mM, bPH 4.7, con un flulo, dade por una bomba

peristiltica, de 25 ml/hora. y un gradiente lineal de NaCl de 0.0
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a 0.5 M {200 ml por cada envase). A algunas de las fracciones
obtenidas se lez realizéd un espectro de absorcidn y después

fueron concentradas en un aparatce bajo vaclo ("speed vac).

La cancentracidn de las toxinas derivatizadas se determiné con
bage en analisis de aminoacidos de +todos los compuegtaos

obtenidoe.

1

IX. MARCADO DE LAS TOXINAS NTX ¥ GaMMA CON 25 (40).

Se rasuspendieron 87.7 ug de NT¥ en 100 ul de amortiguador de

IZSI-NB

fosfatos da sodio 0.1 M, pH 6.0. Se agregaron 12.0 ul de
(1.0 mCL) en NaOH, Al tiempo ¢ se agregaron 5 ul de
lactoperoxidasa (de una solucién de S mg/ml, Sigma Laboratories)
¥ 3 ul de perdyido de hidrogeno 5 nM. Esto Ultimo se repitid a
loe 5 y 10 minutos. A los 15 minutos sSe pard 1z reaccion
filtrando la mezcla en una columna de Sephadex G-10, equilibrada
en amortiguador de fosfatos de sodio 0.1 M, clorure de sodio 0.1
M, pH 7.4, con un flujo lento, de aproximadamente 10 mi/hr.  Se
colectaron fracciones de aproximadamente 0.8 ml. En un contador
gamma, se midid la radioactividad de alicuotas de 2 ul de cada
128

fraccién. A leos tubos que contenian I-NTX s lem agregd 7.5 ml

de albimina sérica bovina para una concentracidén finzl de 0.1%.

En un experimento independiente también se marcé la toxina
gamma de  Tityus serrulatus en condiciones experimentales

ainilares.
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¥. GELES DE ISOELECTROENFOQUE (55).

Se prepard el gel de corrida que contenia 30% acrilamida, 0.8%
de bisacrilamida (2.5 ml finales), 2 ml de Nonidet P-40
{detergente), 5.5 g de urea ultrapura (Bio-Rad), y se afiadid HzO
c.b.p. 10 ml. Esta mezcla ze calentd para disolver la urea. For
separado se prepard otra solucién con 0.4 ml de anfolinas pH 4.0~
6.5, 0.1 ml de anfolinas ﬁH 3.5-10, 5 ul de TEMED, 10 ul de
persulfato de amonio al 10%. Se mezclaron ambas soluciones y Ee
degagificaron. La solucidn se pipeted en tubos de 0.5 cm de
didmetro por 12.5 cm de largo (volumen total=3 ml). Se cubrieron
con H20 y ge permitié su polimerizacidn por 60 minutoas. Se aspiré
el Hp0. Luego se deld que equilibrara la parte superior del gel
con 25 ul de la solucidn amortiguadora de las muestras (9.5 M
urea, S% Z2-mercaptcetanol, 2% nonidet P-40, 0.4 ml de anfolinas
pH 4-€.5, 0.1 ml de anfelinas pH 3.5-10}, durante una hora,
despues de 1la cual ésta solucidn fué removida. Los geles se
colocaron en el aparato de electroforesis (cuyo recipiente
inferior contenia H3PO4 10 mM, y que fue conectadoe al polo
positivo; vy el recipiente superior, conectado al polo negativo
contenla NaOH 20 mM). Sobre cada gel se coleucaren 25 ul del

amortiguador de las muestras.

Primero se pre-corrieron los geles por 15 minutos, con un
voltaje de 200 Vv, después 30 minutos a 300 VvV y finalmente 30
minutos a 400 V.

Luego se aplicaron los compuestss a estudiar, que fueron: NTX
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{que después del corrimiento fue teflida con azul de Coomasie),
NTX~RI y NTX-RII, ver lista de abreviaturas. Se reservé un gel
2in  nmuestra ¥ salaments oL S50luclon amortiguadera como  muestra
para medir despuss ¢l gradiente de pif. Se corrieron los peles a
400 V¥V durente 12 horas, y durante la dltima hera e aumentd el

voltaje a 800 V para lograr una mejor resolucion en las bandacs.

Inmediatamente drspués de la corrida se opservaron los geles
con luz ultravicleta. E1 tube para medir €} pH se cortd en
fragmentos de { cn cada uno, se c¢olocaron por separado =n L npl de

HoO, y después de 12 horas se determind el pH de cada fraccién.

X1. EXPERIMENTOS FARA VERIFICAR L& ACTIVIEAD OE LAS TOXIRAS

MODIFICADAS: ENSAYODS DE UNION

Cen 13 finalided de verifizar que las texinas derivatizadas
tedavia estaban funcionando come tales se realizaron dos tipos de
experimentos. El primero con la NTY (blogueadora ¢d2o canales de
potasio) en un sistema electrofisioldgico gqua mide un sclo canal
-{64), vy el segundu con las toxinas blogueadoras de canales de
sodio nedlante ensayss e corpetencia can las toxinas

fluorescentes y la tosina gamma yodada (17}).

En  un ensaye reziizade por Jeffrey Smith, del laboratorio de
Roberto Coronado en el departamento de Fisiologla y Bioflsica
Molecular, Bayler College of Medicline, se comprobé la actividad

de la NTH-R-I y NTX-R-1T1. Esto se hizo mediante la incorporacién
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del canal de K+ activado per Ca++ en bicapas lipidiecas planas, y
comparando el efecto de la toxina marcada coh el de la nativa.

Para mayores detalles sobre este sistema, ver referencia 31.

Los ensayos de cempetencia (9, 17) con toxina gamma diodinada

de Tytius serruylatus se realizaron con los sigulentes compuestos:

11-9.2.2., 1I1I1-10, I1I-9.2,2.RI-1, II-9.2.2,RI-2, II-9.2.2.RIT-i,
II-10RI-1, II-10RII-1, II-10RII-2, II-9.2.2.FII-1, I1-9.2.2.FII-
2, II-10FII (los nimeros después de las letras de cada toxina se
refieren a distintos derivados obtenidos con los cromédforos, ver
enlistado de abreviacones). Los experimentos de desplazamiento se
realizarsn con 200 ug de protelna de los sinaptosomas de rata (la
‘concentracién de protelina se determind mediante el método de

Bradford, 10) en un volumen de 114 ul.

Tedos los encayos de desplacamients se realizaron por
duplicado. Como solucidn de lavado se utilizé amortiguador de
cloruro de colina con 0.1% de BSA (albimina gérica bovina)
(cloruro de colina 140 mM, KCl1 5.4 mM, CaCl2 2.8 mM, MgS04 1.3
mM, TRIS-HCl 20 mM, pH 7.4). Los filtros GF/B ({Millipore) se
preincubaron por una hora en BSA al 1% por al menos una hora, y
antes de utilizarse en el ensayo se lavaron dos veces con presioén

negativa con 5 ml de amortiguador, a temperatura amblente.

Se pusieron 200 ug de los sinaptosomas preparados, en
presencia de la toxina fria:  (no radiomarcada) para una
concentracién final de aproximadamente 50 nM en un volumen final

de 300 ul en solucidén amortiguadora. Se incubd a ' temperatura
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ambiente durante 15 minutos. Después se afiadio 1la toxina
radiomarcada {"caliente™). Se incubé por 30 minutos a temperatura

ambiente y se filtraron en un szistema de multifiltros.

Como controles vy con la misma secuencia descrita, en otros
tubos de ensayc y eimultAneamente se tenlan: gin einaptosomas
{para poder discernir entre el pegado real de lac toxinas a sus
receptores en los sinaptosomas ¥y la posible interferencia con los
filtros), y en presencia de sinaptosomas pero en ausencia de

toxina fria.

Los ensayos de desplazamiento se realizaron =siempre de 1la
siguiente manera: los sinaptosomas incubados se flltraron con
presién negativa a través de los filtros GF/B. Rapidamznte se
lavaron 2 veces con 5 ml de solucidn de lavado. La radiactividad
retenida por los filtros se midid en un contador gamma Beckman

5500 con 807% de eficlencia.

#IX. EXPERIMENTOS DE RECUPERACION DE FLUORESCENCIA DESPUES DE

FOTOBLANQUEO (FRAP) (7, 58)}.

Los experimentos de recuperacion de fototlnqueo los realizé en
el laboratorio del Dr. Kimon Angelides del Baylof college of
‘Medicine. utilizando el sistema que &l fabricd. Datos referentes
$ este ~ equipo se encuentran en las referencias 1y 23. . En 1la

figura #1 se pueden apreciar los componentes basicos este sistéma.
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Fig. 1. Respresentacidn esquematica del microscopio de
fluorescencia exclitado por un raye laser utilizade para 1las
mediciones - de recuperacidn de flourescencia deszpues de
fotoblanqueo (FRAP). c=compuerta del ~haz. f=filtro. fm=tubo
fotomultiplicador. 1=laser. tp=tren de - pulsos. e=emisor
‘dicrom&tico del haz. le=lente de enfoque. g=objetivo. r=registro.
‘eap=especimen. fe=filtro espacial. Esta figura estd reproducida
de Jacobaon et al., (1977) J. Supramol. Struct. 5:565.
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~Marcaje de los co-cultiveos de masculo estriado con neuronas de

rata. -

Se marcaron los receptores de la NTH en miotubos en co-cultivoe
con neuronas de médula espinal de rata con el compuesto NTX-RI
(para mayores detalles sobre el cultivo celular, ver referencia

3).

Las células se incubaron con NT®-RI a una concentracién final
de aproximadamente 50 nM (por andlisis de aminoacidos se
determiné la concentracién de la NTX derivatizada, y se ajustd a
la concentracién deseada * diluyéndola en una seclucién de PBS que
contenia: KCl 0.2 g/1, KHpPO, 0.2 g/l, NaCl 8 g/l, NagHPO, 1.05
g/1) durante 30 niputos a 22°C. se lavé 2 veces con PBS y se
procedid a los experimentos de fotoblanqueo (FRAP).

Para el marcaje de los fosfolipidos, se incubaron los co-
cultivos con tetrametil-rodamina-fosfatidiletanolamina en etanol

(1iomg/ml en etanol al 1iR).

- FRAP,- Después del equilibrio del ligando fluorescente con su

receptor, y de los lavados, se montd el portaobjetos del co-
cultivo, de manera invertida, en un plato serolégice que contenla
PBS pafa usarse con el objetivo de 100x con aceite de inmersion.
Con este objetivo se enfocd el haz del laser de argén (514 nm, S

uW) con  un microdcopio de fluorescencia Zaigs Universal a un
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radio gaussiano de 0.85 um. Una vez enfocado el punto deseade en
el cultivo, se abrid pasoc al laser. Esto dio 1lugar a la
excitacian parcial de los ligandos fluorescentes, sefial recibida
y registrada en la memoria de la computadora. Posteriormente se
procedid a provocar una emisién del liser de alta intensidad y de
corta duracidén de manera que las neléculas " fluorescentes
enfocadas perdieran su capacidad de emisién de foténes. En el
tiempo 'que siguid, se midié lz recuperacién de la fluorescencis
en el mismoc punto iniclalmente enfocado. Los datoz obtenldes se
analizaron mediante un programa de computadora (para mayor

informacién al respecto, ver ref. 58).
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RESULTADOS.

1. PURIFICACION DE PEPTIDOS DEL ALACRAN Centruroides noxius,

BLOOUEADORES ESPECIFICOS DEL CANAL DE K+ (FRACCION II-11, NTX O
NOXIUSTOXINA) Y DE Na+ (11-9.2,2 ¥ II-1i0) .
a) Saparacicnes iniciales del veneno soluble.

S& aplicaron 730 unidades de densidad éptica (UDO) a 280 nm de

vaneno soluble de €. noxius a una columna de Sephadex G-60

descrita en material y métocdos.

En la figura #2 se encuentran los resultados obtenidez en esta
cromategraflas . Se separaron tres fracciones, denominadaz I,II, ¥
11I. 8Se recuperaron 56 UDO en la fraccion I, 566 UDO en la
fraccion II, y 98.6 UDO en la fraccion 1II, es decir, hubo una
recuparacion total del 987% de la proteina aplicada (ver tabla

#2).

TABLA#2. Recuperacién de la columna de Sephadex OG-50. Venenc
soluble de C.noxius.

Fraceidn uno porcentaie de
{2a0nm) recuperacidn
venene soluble aplicado 736.6
recuperado 720.0 28.86%
Fraccion I 56.0 7.7
II 566.0 77.8
ITI 98.6 13.5
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Fig.2. Perfil cromatografico del veneno del alacrian Centrurpides
poxiug. . Columna de Sephadex G-50 (2.9 x 170 e¢m) a 1la cual se
aplicd 730 UDO (15 ml) de veneno socluble. La columna fue eluida
con amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7 @a una
velocidad de 50 ml/hr (tubos de 8 ml). Tres fracciones (I, IT v
IIT), correspondientes a 7.7%, 77.57% y 13.5%, respectivamente, se
colectaron. La fraccidon 11, toxica a mami feros fue
recromatografiada (ver figura #3).
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El ‘siguiente paso consistié en separar los componentes de la
fraccidn IT en una cromatografla de intercambio idnico de CMC-32,
con un gradiente salinc. Se aplicaron 100 mg de la fraccion 1II.
Se separaron 14 componentes por esta columna, con un 93,57 de
recuperacidn de la protelna total aplicada. (Ver fig. #3 y tabla

#3 de recuperaciény}.

TABLA#3.Recuperacién de  la columna de CMC-32. Fraccién II  de
C.noxius.

Fraccion upo porcentaje de
(280nn} recuperacioén
fraccién 11 aplicada 100
recuperada 93.5 a93.5%
1 1.6 1.6
2 0.4 Q.4
3 2.2 2.2
4 4.1 4.1
5. 7.6 7.6
6 14.3 14.3
7 12.2 12.2
8 5.5 5.5
] 21 .1 21.1
10 10.9 10.9
11 3.0 2.0
12 3.3 3.3
13" 2.3 2.3
14 4.3 4.3
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Fig.3. Cromatografia de la fraccién II de la columna de la figura
anterior. Columna de carboximetileelulosa (CMC-32) (0.9 x 27 cm).
--Se . ‘aplicé 100 mg de fracclién II en amortiguador de acetato de
amonio 20 mM, pH 4.7; la eluciédn se hizo con un gradiente lineal
de cloruro de sodio de 0 a 0.5 M (250 ml en cada vaso del aparato
de " gradiente). Fracciones de 2.5 ml fueron colectadas a una
velocidad de 30 ml/hr. Se obtuvieron 14 fracciones.
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b) Purificacisn de la

En la figura #4 5=
cromatografia
Se

gradiente =alino.

primeros alfa, beta y

del cuarto cemponente

9.2.2 descrito por Possani et al

pico 8se decidid
proteina obtenida en
#a.

TABLA#4. Recuperacién

de 72.

dividirle en 2 partes

toxina II-9.2.2.

encu=sntran los resultados cbtenidos en 1la
7 UDO la fraccioén I1-9 en CMC-32 con un
separaron 5 componentes, nominados, los 3

gamma. Por el comportamiento cromatografico
se =ospechd que correspondia al péptido II-

(47), y por la morfologla del

La recuperaciédn de

esta columna se puede apreciar en la tabla

de la columna de CMC-32. Fraccién II-9

Fraccion ubno porcentaje de
(280nm) recuperacidn

IT-2 aplicada 72.72

recuperada 64.5 88.6%
alfa 1.8 2.0
beta 8.0 11.0
gamma 5.0 6.8
a 25.0 34.3
b 25.0 34.3
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Fig. 4. Cromatografia de la fraccién 1I-9 de ¢. noxiua. Columna
de carboximetilcelulosa (1 x 30 cm) a la cual se agplicd 72.7 UDG
a 280 nm de fracecidn II-3 en amortiguador de fosfatos de sodio 50
mM, pH &6.0. La columna.fue eluida mediante una gradiente salino
de . NaCl de 0 a 0.5 M, con un flujo constante de 30 ml/hr. Se
colectaron fraccionas de 2.5 nml. Se separaron asl cinco
fracciones que se denominaron alfa, beta, gamma, a y b ( las dos
ultimas Fformaron un solo componente, que por la asimetria gque
presentd se subdividié en estas dos partes mencionadas para ser
racromatografiadas).
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Se reallzo un gel de acetato-urea de cada componente (dates no
mostrados). Se tomaron muestras de 1los tubos: 31 {que
correspondié a la fraccien II-9-b); 62, 65 y 67 (fraccién TII-9-
alfa); 71, 75 y 77 (fraccién II-9-beta); de la columna
representada en la figura #4. En la fraccidn 31 gze encontraron 4
componentes; en la fraccidn 62 se encontré un solo componente, Vv
en los tubos 65, 67, 71, 75 y 77 se encontraron 2 componentes de
comportaniento electroforético muy semejante, ¥ que
correspondieron a un peso molecular dJe aproximadamente 7,000

daltones,

Por este resultado, se decidid separar por otra columna mas a

cada una de las fracciones II-9-a, y II-9-b,

Se aplicd la muestra de las fracciones 61-70 (II-9-a) a una
columna de CMC-32 equilibrada con el amortiguador de fosfatos de
gsodio, 50 mM, a pH 8. Se pasé un gradiente de NaCl de 0 a 0.35 M.
Como puede observarse en la fig. #5, se separaron 2 plcos, y el
primero se subdividiéd en 2: II-9-a1l y II-4-al, al segundo pico se

le denominé IT-9-a3.

TABLA #5. Recuperacién cromatografica de la fraccién II-Oa

Fraccién U.D.0. porcentaje de
(280nm} recuperacion
IT1-9a aplicada 25.0
recuperada 18.8 75.2%
IT-72a1 13.0 52.0
II-9a2 c.8 3.2
I1-9a3 5.0 20.0
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Fig. 5. Cromatografia de la fraccion 1I-9a de C.noxius.. Columna

de carboximetil-celulosa  (CMC-32) (1.1 x 30 cm). Se aplic¢ 25.0
U.D.0. a 280 nm de la fraccidn ITI-9-a de la figura anterior en
amortiguador de fozfatos de sodio SO mM, pH 8.0, y la eluciin =se
hizo con un gradiente lineal de cloruro de sodio de 0.0 a 0.35 M
(250 ml en cada vazo del aparato de gradiente). a una velocidad

de .25 ml/hr. Se colectaron fracclones de 2.5 ml - cada una. Se
obtuvieron tres fraccicnes: 1, 2 vy 3.
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Se aplicé 1la fraccidn II-9~b a otra columha de CMC-32
equilibrada ‘en amortiguador de fosfatos de sodioc SO mM, pH 8, vy
se apliced ¢n gradiente salino de NaCl de 0 a 0.35 M (fig. #6)

‘ Aqui se obtuvieroﬁ 2 componentes. El primerc se subdividid en 2:
I1-9-bl (tubag 45-54) y I1~9-b2 (tuboe 55-63), y el segundoc se le

llam¢ II-9-b3 (tubos 74-83}).

Se realizé una electroforesis en gel de acetato-urea a la
fraccionez 48, 52, 56, 59,60, 76, 81. Como marcadores ze pusieron
lag fracclones II-10 y 1I-9.2.2 de cromatograflas anteriores. La
fraccidn 48 correspondid a la 11-9.2.2. con un solo componente
proteinico. La fraccion 52 fue zemejante a la 48, pero con una
sombra que correspondifa a la I1-10. Las fraccirnes %6, 59 y &0
presentaron claramente 2 bandas, que migraron lgual que la II~
9.2.2 y II-10. Las fraccilones 76 y 81 presentaron una sola banda,
que correspondid a la II-10. De esta forma se purificaron dos

toxinas de la fraceidn I1-9.2.

TABLA#G . Recuperacidn de la cromatogrsafila de la fraccidn 11-9-b.

- Fracceidn upG porcentaja de
{280nm) recuperacion
II-8b aplicada 25.0
recuperada 23.0 92.0%
II-9bi 8.0 32.0
11-9b2 9.0 36.0
II-3b3 6.0 4.0
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Fig. 6. Cromatografia de la fraccién II-9-b de ¢
de ‘carboximetil-celulosa (CMC-32) (1.1 x 30 cm) equilibrada
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C. noxjus. Columna

con
amortiguador de fesfatos de sodioc 50 mM, pH 8. La cromatografia
se corrié a un flujo de 30 ml/hr. Se aplicaron 2% U.D.O. a 280 nm
de la fraccidn II-9-b de la columna de la figura 4. La <olumna =e
eluyd con un gradiente de clorure de sodio de 0.0 a 3.5 M en el
mismo amortiguador. Se obtuvieron 2 componentes. El primero se
dividi¢é en 2 partes, dada la simetria del pico, y asl. se

colectaron tres componentes: 1, 2 y 3.



c) Purificacisn de la toxina TI-10.

En la fig. #7 se muestran los resultados obtenidos en  la
cromatografla de la fraccién IT-1C. El compohente II-10 se separd
en dos porciones: II-10a y II-10h debido a la presencia de una

asimetria en el pico cromatografico.

TABLA#X? . Recuperacidén de la cromatografia de la fraccién II-10.
Fraccidén UnQ porcentaje de
(280nm} recuperacion
11-10 aplicada 14.0
recuperada 12.9 92.7%
cargado 4.6 33,4
a 1.8 10.7
b 5.1 36.9
c 0.4 3.2
d 0.2 2.0
e 0.2 1.9
3 g.6 4.5
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Fig. 7. Perfil cromatogrifico de la fraccidn 1I-10 de C.noxius.
Columna de. carboximetil-celulosa (CHC~-32) (1 x 30 ¢m) a la que se
aplie¢ 14 U.D.O. a 280 nm de la fraccidn II-10 obtenida en. la
cromatograflia . de  la fraccién Il de C.noxius (figura 3). La
columna fue equilibrada v eluida en amortiguadnar de fostaLus 50
mM, "pH 6 con un flujo de 35 ml/hr. Una vez aplicada la fraccidn
II-10, se eluyd mediante un gradiente de clorure de sodio de 0 a
0.28 M (250 ml por cada vaso del aparato de gradlente) a una
veloclidad de 30 mi/hr. Se obtuvieron siete fracciones:  cargado,

a, b, ¢, d, e, £, vy se recuperé 92.78% de la proteina total
aplicada.
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d) Purificacion de la fraccion Ii-1i1 (HNTX).

En la fig. #8 se muestiran los resultados de la cromatografla de
la fraccién I1-11 en una columna de CMC-32 , Asi se& obtuvieron
siete componentes, denominados: “cargadc', NTX-a, NTZXZ-b, NTX-c,
NTX~d, NTX-e y NIX-f. Debido al comportamiento cromatografico y
electroforético en un gel de acetato-urea del componente NTX-a,
se tomd éste como la toxina NTX descrita con anterioridad per

Paszani y colaboradores (47).

IABLA#B. Recuperacion de la fracciéon II-11
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.~ Fig. 8. Perfil cromatografico de la fraccién II-11 de C.noxius.
Columna .de carboximetilcelulosa (0.9 x 24 cm). Se aplicé ©6.25
unidades .de densidad éptica (U.D.C.) a 280 nm.de fracciédn IT-11t
en el misme amortiguador de la figura 6, vy se eluyé con un
gradiente lineal de cloruro de sodio de 0.0 a 0.38 M (250 ml en
cada vaso del aparato de gradiente) en el mizme amortiguador, con
un: flujo de 30 ml/hr. Se colectaron fracciones de 2.5 ml. Se
obtuvieron 7 componentes: cargado, a, b, ¢, d, e, f. Por el
comportamiento cromatogrifico v electroforético (datos de 1la
electoforesis no mostrados) del componente "e" se le considero
como la naxiustoxina (NTX) descrita anteriormente (47)
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II. MARCAJE DEL ANTICUERPO BNTX-4 CON FERRITINA PARA ESTUDIOS DE

MICROSCOPIA ELECTRONICA.

'Se marcd al anticuerpo BNTX-4 con ferritina para utilizarlo en
los estudios de microscopia electronica. Después del marcaje con
ferritina se aplicé la mezcla de la reaccidn a una columna de
afinidad de Affi-gel-10 acoplada a la toxina NTX. Los resultados
de. esta cromatografia se muestran en la figh#9. Aquli se obzerva
que hay badsicamente Z rracciones separadas: la primera
corresponde a aguéllo que no se "pegd" a la columna, que puede
ser la ferritina libre, BNTY%-4 acoplada a ferritina y que no
conservd su afinidad por la NTX, (tambien podria estar presente
BNTX-4-ferritina que 8! conserve su actividad, pues quizag se
encontraba ya saturada toda la columna ). Al eluir con tiocilanato
de sodio a una concentracién de 3M se desprendid aquello que
estaba unido a esta columna de afinidad, que es el Ac monoclonal

que conservd su capacidad de unidn a la NTX.

Sin embargo, los resultados que se obtuvieron en microscopila

electrénica no fueron muy coficluyentes.
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tavado con amortiguador
TRIS-HCI 50mM, pH =789

< Tioclanato de Na* 3 M
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Fig. 9. Columna de afinidad de la noxiustoxina. El1 AaAffigel-10
acoplado a NTX, y equilibrado en amortiguador TRIS-HC1 S0 mM,
rH 7.95  se colocd en una columna de t 3 30 cm. Se aplicé 1la
solucidn con el anticuerps monoclenal BNTX-4 conjugade con

- ferritina en el mismo amortiguador. La velocidad de corrida fue

de 7 ml/minuto. Se colectaron fracciones de 20 ml. Para despegar
el conjugade BNTX-4-ferritina se aplicé una solucion de
tiocianato "de sndio 3 M. Finalmente se lavé la columna cen el
amortiguador de la corrida. La fraccioén utilizada para los
eztudios de microscopla electrénica fue la que se despegd. por el
tiocianato de sedio.
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III. CROMATOGRAFIAS DE LOS DERIVADOS FLUORESCENTES DE LAS TONINAS

NTX, 1I-9.2.2 Y II-10.

En las filguras 10, 11, 12, 13 y 14 se muestran los perfiles de
las cromatografias en Bio-gel P-2 de los derivadns de NTX-
Redamina, 11-9.2.2-Rodamina, IT-10-Rodamina, 11-9.2.2-

“Fluorescelna vy I1I-10-Fluorescelna, pastericres a la reaccién de
derivatizacién, Puede observarcse en tndas ellas un patrén comtn
de 2 componentas, que on ocasiones <se sobrelapan. Por su
absorbencila a 2680 nm puede afirmarse que en ambos picos estid 1a
toxina presente. Y por sus absorbencias a 540 nm (absorbencia
maxima aproximada para la tetra-metil-rodamina) y a 490 nn
(absorbencia maxima aproximada para 1la fluorescelna) puede
afirmarse gque en estos 2 picos el péptido ze encuentra marcadc
con el cromdforo respectivo. El material colectado en ==stos 2
componentes cromatograficos representa a la toxina nativa como la

mono, bi o multimarcada.
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Fig. 10. Perfil cromatogridfico del producto de la derivatizacién
de -la noxiustoxina, NTX, con tetrametil-rodamina en una <olumna
de filtracién por peso molecular P-2. Lot derivados obtenidcs en
la reaccidn de derivatizacién de 1la noxiustoxina, NTX, con
rodamina se hicieron pasar por una columna (0.9 x 30 cm) de
filtracioén en gel Bio-gel P-2 equilibrada vy eluida en
amortiguador de acetato de amonio 200 mM, pH 6.8, con un flujo
aproximado de 482 ml/hr. Se muestran las absorbenclas a 280 nm
(cuadres. llenos) as!l como la absorcién de fluorescencia a 550 nm
{(tridngulos 1llenos). Se colectaron los picos que absorbieron a
280 ¥y 550 nm:T y II, y se realizé un espectro a cada uno de allos
(Fig.20).
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Fig. 11. Perfil cromatografico de los productos de la reaccién de
derivatizacidn de la toxina II-9.2.2 de C.noxius con tetrametil-
rodamina en una columna de Bio-Gel P~2. Las condiclones de 1la
carrida fueron iguales que lasz empleadas en la figura 10. Los
cuadros llenos indican la absorbencia a 550 nm. Los trlanfuloes
llenos indican 1la absorcién a 280 nm, Se colectaren los
componantes 1 y I1 para utilizarios en los . eiperimentos
subsecuentes.
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Fig. 12. Perfil cromatografico de los compuestos obtenidos en la

Jreaccién de 'marcaje de 1la toxina 1II-10 de C.poxiug con

tetrametil-rodamina en una columna de exclusién por peso
molecular Bio-Gel P-2. Las condiciones del corriniento se
-encuentran descritas en 1la figura 10. Los. triangulos 1llenos
-.indican’ la absorbencia a 280 nm. Los cuadros vaclos muestran la
abgorbencia  a 550 nm. Logs picos I y II se colectaron para las
caracterizaciones subsecuentes.
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Fig. 13 Perfil cromatografico del producte de la reaccidn de
marcaje de la toxina I7-9.2.2. de ¢.noxius con fluorescelna. Lasm
condiciones del corrimiento de la columna fueron 1las  mismas
-utilizadas en la Ffigura 10. Los cuadros 1llenos indican 1la
absorbencia a 280 nm, y los tridngulos invertides indican la
absorbencia a 490 nm. Los componentes I vy II se colectaron para
las siguientes caracterizaciones.
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Fig. 14. Perfil cromatografico de la reaccién de derivatizacion
de la toxina II-10 de C.ncoxius con fluoresceina en una columna de
exclugién por peso molecular de Bio-Gel P-2. Las condiciones de
corrimiento fueron las mismas usadas en la columna de la figura
10. Los triangulos invertidos representan la absorcién dada a 280
nm, y los rombos, la absorcién a 490 nm. Los componentes I y II
se . colectaron para s5u caracterizacion. :
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Todos: los compuestos obtenidos en las columnas de Bio-Gel P-2
mostrados en las flguras 10 e 14, se pasaron por columnas de
intercambio iénico de Carboximetil-celulosa (CMC-32) para separar
por carga los diferentes productos obtenidos en la rescclén de
derivatizécibn, asl como las toxinas que no se marcaron con el
fluordforo correspondiente. Los resultados de estas
cromatografias para 105 componentes NTX-rodamina II (NTX-RII),
11-9.2.2-rodamina I (II-9.2.2-RI}, II-9.2.2-fluoresceina IT (IX-
g.2.2-FII) y II-10-rodamina II (II-10-RII) se encuentran en las
figuras 15, 16, 17 vy 18, respectivamente. En caal todas estas
columnas {excepto la columna de CMC-32 con el compuesto II-9.2, 2-

rodamina I,) ne se encontrd toxina libre de croméforo,

En la figura 16 se puede apreciar la cromatograflia en CMC-32
~ del compuesto II-9.2.2-RI. Se separaron 3 componentes: 1, 2 y 3

Los componentes 1 y 2 corresponden a 1a toxina marcada. Por el
comportamiento cromatografico {(volumen de elucién a unaz molaridad
de cloruro de sodio dada), ¥y por la absorcién a las longitudes de
onda de 280 nnm (proteina} y 550 nm (rodamina) del componente 23

puede pensarse que corresponde a la toxina nativa, no-marcada.
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Fig. 15. Cromatografia de intercambic ibnico del componente  NTH-
RII obtenido en cromatograflas anteriores. Se aplicéd la TH-RIT
(previamente dializada para eliminar 1a tetrametil-rodamina que
pudiese estar libre) a una columna de Carboximetil-celulosa (1.1
% 12.5 .em), equilibrada con amortiguador de acetato de amonioc 20
oM, pH 4.7. Se eluyd a un flujo de 30 ml/hr mediante un gradiznte
- salino de cloruroc de sodio de 0.0 a 0.5 M (250 ml en cada vaso
del aparato del gradlente). En este cromatograma no se observa
. una szparacién mayor del compuesto aplicado.
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"Fig.16. Cromatografia de la fraccién 11-9.2.2-rodamina I en ‘una
columna de CMC-32. Se hizo pasar el componente II-9.2.2-Rodamina
I por una columna de CMC-32 (0.9 x 1S cmlequilibrada y eluida en
el mismo amortiguador utilizado en la figura 15, El gradiente
salino  fue de 0.0 a 0.5 M (50 ml en cada vaso del aparate de
gradiente), vy se paséd a un flujo de 20 ml/hr. Se separarcn tres
componentes, las fracciones 1 y 2 corresponden a la toxina
marcada, mientras que la fraccidm 3 corresponde a proteina libre
del croméforo. Estos componentes se colectaron por separado para
su posterior caracterizacion espectroscépica y funcional.
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-Flg. 17. Cromatograma de II-9.2.2~fluoresceina II en una columna
“de CMC-32 (0.9 x 1S cm). Esta columna se corrid en las mismas
condiciones que la de la  figura anterior, excepto que el
gradiente salino contenia 250 ml por recipiente del aparato, vy
que  se eluyd con un flujo aproximade de 30 ml/hr, Se colectaron
. fracciones de 2.5 ml. Puede apreciarse en esta cromatografla la
separacion de 2 componentes de II-9.2.2-FII.
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Fig.18. Cromategrafia de intercambic 1dnico de IT-10-rodamina II.
‘Lag | condiciones del corrimiente fueron iguales a .las de la
columna de la flgura anterier. Se aplicd el gradiente zalino (200
"ml/recipiente} con un flujo de 20 ml/hr, 'y se colectaron
fracciones de 2 ml cada una. Se separaron as! dos componentes,
denominados 1 y 2.
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IV. ESPECTROSCOPIA DE BARRIDO DE LOS DERIVADOS FLUCRESCENTES DE

LAS TOXINAS I1-9.2.2, II-10 Y NTX.

En las figurss 19a y 19b se encuentra el perfil del espectro de
cuatro derivados de las toxinas y de los croméforos . En - todas
ellas podemos observar que existe absorcidn a 280 nm y a 540 (o
490) nm, lo cual corresponde a las absorclones de protelna y al

fluoréforo (rodamina o fluoresceina), respectivamente.

V. EN?OQUE ISOELECTRICO DE NTX-RI Y NTX-RII.

La acilacién de la toxina produce la pérdida de cargas
positivas en ella. Por esto Be realizdé un enfoque isoeléctrico
de los compuestos NTX-RI y NTX-RII para observar el numero de

componentes posibles que ambos contenian.

Como se puede observar en la figura 20, la NTX-RI presentd dos
componenteé; y. la NTX-RII presenté tres , lo cual indica que en
ella existen tres grupos de NTX derivatizada, probablemente  con

diferente numero de moléculas de rodamina unidas a sus liginas.
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Fig. 195} Espectro de absorcién de dos de los. compuestos

Tomrersam

sintetizados en este trabajo: II~9,2.2-F1I-2 (A) y II-10-FII (B). .

Por.las absorbencias a 280 nm (proteina) y 490 nm (fluoresceina)
‘presentadas por estos compuestos puede afirmarse que las toxinas
se encuentran marcadas. por el croméforo.
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Fig. ' 19b, ‘Espectro de absorcidn de los compuestes NTX-RI (C) 'y
NTX-RII (DB)., Por las absorbenclas a 280 nm (toxina) .y a 550 .nm
{rodamina) presentes en ambos compuestos, se puede afirmar que
ambos compuestos estén marcados por rodamina, ’
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Fig. - 20. Isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida de los
derivados NTX-RI v NTX-RIXY. En el -«<carril A se muestra el
resultado de este corrimiento para el compuesto NTX-RII; se puede
observar la presencia de tres componentas. En el carril B g«e
observa 1la presencia de das componentes para la NTX-RI. E1
gradients de pH estd indicado en la parte {zquierda de la figura.
Se utilizd una lampara de luz ultravioleta para vizualizar los
componantes de cada tubeo.



VI. DESPLAZAMIENTOS DE LAS TOXINAS DERIVATIZADAS.

En las tables 9 y 10 se muestran loE resultados de los
desplazamientos por los derivados fluorescentes de las toxlnas

bloqueadoras del canal de Na+, es decir, la 11-9.2.2 y la II-10.

TABLA#S

DESPLAZAMIENTO DE LA TOXINA GAMMA YOGDADA DE Tityus serrulatus
POR EL PEPTIDO I1-9.2.2 de Centruroidez noxius ¥ DE SUS DERIVADOS
FLUORESCENTES EN MEMBRANAS SINAPTOSOMALES DE RATON.

TOXINA PORCENTAJE DE DESPLAZAMIENTQ
I1-9.2.2 57.64%
I1-9.2.2-RI-1 S52.43%
IX-9.2,.2-RI-2 58,70%
II-9.2.2-RII 59.397%
I1-9.2.2-FII-4 29.29%
II-9.2.2-FI11-2 47.09%

* Se utilizaron 200 ug de membranas sinaptosomales de cerebro de
ratén (descrito en la parte de naterisal y meétodos). La
concentracidon final estimada para todas las toxinas utilizadas
fue de aproximadamente 50 nM. Estos dezplazamientos puntuales se
realizaron por duplicado.

Como la toxina gamma de Tityug serriilatus y la toxina I1I1-9.2.2

de Centruraides noxius compiten por el mismo sitio del capal de

sodio, con estoas experimentos se pretendla poner en evidencia la
eficiencia de desplazamiento de la toxina nativa yodada versus
sus  derivades. Los resultados indican que la mayoria de las
toxinas marcadas conservaron su actividad blolégica; solamente el
componente II-9.2.2.FII-t disminuyé a la mitad su poder de

desplazamiento.
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TABLA#10

PESPLAZAMIENTO DE LA TORKINA GAMMA YODADA DE Titwue merrulatus POR
EL PEPTIDO II-10 DE gentruroides  noxiusg ¥ 8US DERIVADOS
FLUORESCENTES.

TOXINA PORCENTAJE DE DESPLAZAMIENTO
II-10 41 .,5%
II-10-RI 8.9%
II~10-RII-1 47.9%
IT-10-RII-2 79.7%
II-10-FII 47 .3%

*Se utilizaron  membranas sinaptosomales de cerebrc de raton
(200 ug de protelna determinado por ensayo de Bradford). La
concentracién final de la toxina gamma utilizada fue de 50 nM,y
la concentracién final estimada para las toxinas derivatizadas
fue de aproximadamente 50 ni. Estos desplazamientos puntuales se
realizaron por duplicado.

Tambizn la toxins de C.noxius II-10 compite con la toxina gamma

de T .serrulatus en su unidn al canal de sodio. Los derivados II-

10-RII-1 y II-10-RIT-2 conservaron su actividad bioclédgica. Esto

no fue asl en el caso del conmpuesto II-10-RI.

VII. RADIOMARCADO DE LA NOXIUSTOXINA.

Los resultados de la iodacidn de la NTX se encuentran ‘en la
fig. 21. Para 1la iodacidn se utilizaron 87.7 ug de la NT¥;
asumiéndo un esi de recuperacién del péptido, en las fracciones 6
a 10, puede deducirse gque la fraccion 7 quedd a una concentracién
final de 12.7 uM (53.6 ug/ml), v la fraccion #8 a 31.6 ug/ml. En
loé‘ erperimentos de desplazamiento se utilizd la fraccién #7 de

esta cromatografia.
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Fig. 21. Iodacién de NTX por el método de lactoperaxridaza (40).
La  reaccidn de yodacidén de la NTX fue detenida pasando el
productsc de dicha ‘reaccidn por una columna de Sephadex ¢€-50
{(volumen=10 ml), equilibrada con amortiguador de fosfatos de
sodioc 0.1 M, cloruroc de sodio 9.2 M, pH 7.4. Se ryecogieron
fracciones de 0.71 ml y se tomé 2 ul de cada muestra para medir
las cuentas por minuta (c.p.m.) en un contador gamma. Se juntaron
“las fruccjones 6 a 10 de este corrimiento. La actividad
especifica de 1la’ NTYX vododa resultd ser de 20.2 Ci/mmol. La
metodologla utilizada rpara esta  yodacidn tiene una; ng alta
reproducibilidad. Existe aproximadamente un dtomo de "Y1 por
cada molécula.de NTX.

76




En la tabla #11 se muestran los rasultados de los experimentos
de-desplazamiento de la NTY iodomarcada por la NTX fria. Azimizmo
se muestran los experimentos de desplazamiente de la NTX caliente
por los c¢ompuestos derivatizados con rodamina.

TABLA#11. ENSAYOS DE DESPLAZAMIENTC DE LA NCXIUSTOXINA~125I CON

NTX Y LOS DERIVADOS NTX-RI Y NTW-BII.

Condiciones del ensayn cpm % de unidn especlifica
menganas zinaptosonales

+ I-NTX 11930

sinap. +NTX + 1257 nTx 5470 100%

sinap, +NTR-RT + **%1.onry 48546 626 .7%

sinap. + 251 NTx + NTX-RI 46876 625.6%

NTX-RI + *251_NTX + 0 sinap. 48084 644 . 3%

*Las condiciones del desplazariento fueron las siguientes: a las
membranas sinaptosomales de ratdn (200 ug de protelna) se les
afiadid los compuestos eh cuestidn en el orden gue se presenta en
la tabla. ;sénap.": membranaz sinaptosomales. La  concentracion
final de “PI-NTX fue de 50 nM, y de NTX® fria y derivatizada
{(estas ultimas son concentraciones estimadas) dJde & uM. En
promedio se afladieron 7.2 ¥ 10 cuentas por minute de la NTX
yodada.

Podenos observar primerc que la toxina nativa sl desplazé a  1la
caliente. Y aparentemente aumenta &l pegado de la toxina caliente
&n presencla de los derivados fluorescentes. Sin embarge, . como
puede observarse en las incubtacilones con la toxina caliente y la
frla en ausencia de sinaptosomas, también aumentd el numero de
cuentas en los filtros. Esto vltimoe sugiere que, por alguna
razén, la toxina fluorescente estd interactuando de alguna manera
can la caliente de tal manera que aumenta el pegado de - ésta
Bltima ‘al filtre, vy no 3 los sinaptosomas. Esto es el pegade
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inespeclfico al filtro.

Por este motivo, para probar la actividad de 1los diferentez
compuestos de NTX-R, vy con las facilidades del 1lab. del Dr.
Roberto Coronado, Jeffrey Smith de Baylor College of Medicine,
probd la actividad de la NTX-RI y de la NTX-R11 en experimentos

de reconstitucién del canal de K{Ca++) en bicapas lipidicas,

En la figura 22 se muestran los resultados de estos

experimentos.

La NTX-RI redujo la probabilidad de apertura del canal de
KiCa+r+) de B80% en el control, en ausencia de toxina, a 30% en
presencia de 130 ul de NTY~-RI (por andlisis de aminoacidos se
determiné gue se encontraba a una concentraciébn de 5S4 uM). La
fraccidn de la corriente total del canal de K+(Ca++) se redujo de
347 en el control a 1% en la presencia de 130 ul de NTX-RIT (que
se encontraba a una concentracidn de 54 uM). S= ha reportade que
la.noxiustoxina nativa, en este mismo sistema, y afiadida del lado
trans {exterior) a una concentracidn final de 800 nM reduce la
probabilidad de apertura de este canal de 85% a 44% (para mas

detalles ver referencia 64&4).

Es decir, el marcaje de la NTX con rodamina produjo una.
actividad 60 veces menor que la de la toxina nativa. Sin embargo,
permansecen con su capacldad de bloquear el canal de potasio

dependiehte de calcio.
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Fig. 22. Se registré el efecto de NTX~RI y - NTX-RII en las
corrientes de canales de potasio dependientes de calcio de
‘tobulos . T de misculo esquelético de rata. Esto se hizo mediante
‘la * incorporacién de este canal en bicapas liptdicas. 1.- En 1la
parte "i" la probabilidad de apertura (P.a.) del canal fue de
0.80, es decir, de 80%; en el trazo “ii” se muestra el efecto de
NTX-RI afladida "trans” que reduce la P.a. a 0.30. 2.~ En el trazo
"i"  la P.a. del canal fue de 0.34; la parte “1i" muestra que 1la
adicién de NTX-RII redujo la P.a. del mismo canal a 0.01. Los
registros se tomaron a 0 mV. (a indica que el canal se  encuentra
abierto, ¢_indica que éste estd cerrado).
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VIII. FOTOBLANQUEO.

La figura 23 muestra el resultado de un experimento de
fotoblangueo realizado en cocultivos de musculo estriado y
neuronas de médula espinal de rata (cultivados por Laurence Elmer

1de1 departamento de Fisioclogla y Biofisica Molecular de Baylor
College of Medicine), e incubados en presencia de NTX-RI disuelta
en PBS, a una concentracién final de 0.5 uM. Se enfocd el haz del
laser a2 1las células musculares del cultivo., En el eje de las
abscisas se nmuestra la sefial de fluorescencia: antes (100% de
fluorescencia), durante y después del fotoblanqueo (40%). Puede
verse que basicamente no hay recuperacién de la sefial, 1lo cual

habla de poca movilidad del receptor de la NTX-RI.

Tamblén se puede observar que la constante de difusién de la
toxina, y por ende, de su receptor, el canal de K+(Ca++) es de
4.03 x 10’10. obteniéndose una recuperacién del 16% de los
canales en el punto del fotoblanqueo. Todo esto indica que el

canal de K+(Ca++) en cultivos de musculo estriado y neuronas de

rata es esencialmente inmévil.

En la figura 24 se muestran el promedic de los resultados de
22 experimentos de fotoblangueo que realizé para esta tesis, Le
010,

constante de difusidn del receptor fue de 4.9 x 1 La

recuperacisén de la sefial fue de 217.
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Fig. 23. Experimento de recuperacién de fluorescencia despues de
fotoblanqueo. Curva representativa de la fluorescencia emitida
por - NTX-RI en c¢ocultivos de mUsculo estriado ¥y neuronas de
“médula espinal. Se marcaron las células en cultive con NTY-RI a
una concentracién final de 0.5 uM, como se describe en 1la parte
de materisl y métodos, v las mediciones de FRAP se llevaron a
eabo a 227 C, Los puntos representan los fotones contados en 40
mseg. La linea representa a la curva de la recuperacidén dea
fluorescencia que mejor se ajusta a 1a regresién no-lineal,
generada por la computadora, para un proceso de difusién lateral,
DL. Fotoblanqueo del musculo inrervado utilizando un objetive de
100% con un radio de 0.85 um. El coegisienEe de difusién, D, para
este experimento fue de 4,03 x 10 cm“/seg, v se tuvc una
recuperacién de la marca de 16%.
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- Fig. 24. Promedio de los resultados de 22 experimentos de FRAP en
cocultives de musculo estriade y neuronas de médula espinal. E1
eje de 1las abscisas representa el numero de experimentes. La

" ordenada indica los  valores de la recuperaclén de la sefial
deggﬂes del fotoblanqueo. El coeficiente de difusidén fue de 4.9 X
10 con Una recuperacién promedio de la seflal de 21%.
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DISCUSION,

a) Aspectos generales de la tesis.

Los péptidos que bloquean especificamente y de manera selectiva
canales iénicos son herramientas fundamentales y versatiles para

el estudio de los canales lénicos.

Se han purificado con anterioridad las toxinas del alacran de
Nayarit Centruroides noxjius: I1-s.2.2, I1-10 N II-11
(noxiustoxina) (21, 46, 47). También ha sido publicado su modo de
accion. Dichas toxinas bloquean de manera selectiva canales
iénicos en membranas excitables: 1) la 1I-9.2.2 y 1I-10 bloquean
especlficamente el canal de sodio (12); 2) 1la noxiustoxina
bloquea diferentes tipos de canales de potasio, unos dependientes
de voltaJe en ax6n gigante de calamar, y otros activados por

calcio en misculo esquelético de conejo (13, 14, 64).

En este trabajo se describen métodos para la preparacion de
derivados de neurotoxinas del alacran ¢, noxiug (II-9.2.2, II-10
y II-11) marcadogs con sondas fluorescentes, con }251 (para :la
NTX), y de anticuerpos monoclonales contra uno de estos péptidos

(noxiustoxina) marcados con ferritina.
_Estos péptidos fueron purificados y después fueron marcados con
diferentes tipos de moléculas sin que por ello perdieran su

de modo significativo su actividad biolégica.
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La mayoria de los derivados de estas toxinas conservaren su
actividad biolégica después de ser marcados *. Esta conservacién
se’ documenté en los experimentos de unidn en membranas
sinaptosomales, para las toxinas 1I-9.2.2 y II-10 marcadas con
moléculas fluorescentes, y en los experimentos de reconstitucion

de canales en bicapas planas para la noxiustoxina **,

Estos derivados permanecen con su afinidad a los canales de
Na+ © de K+, de membranas excitables; - también retienen su
afinidad por las toxinas en el caso de los anticuerpos
monoclonales a II-11, como se pudo corroborar en la columna de
afinidad que se realizé. En esta columna se separaron los
anticuerpos conjugados que permanecieron con su afinidad por la

NTX de aquéllos que no retuvieron esta actividad.

* Para el marcaje de las toxinas II-9.2.2 II-10 de C. noxius se
utilizé la metodologla original descrita por Angelides y Nutter
(43}, sin hacer modificaciones importantes a la técnica
(afladiendo rodamina en un exceso molar 3 veces superior a las
lisinas totales de la toxina).

Sin embargo, al aplicar este método para la derivatizacidn de la
NTX, =e observd gque la toxina perdia completamente su actividad
biocldgica. El analisis de aminodcidos mostrd una alteracién
importante en el contenido de lisinas libres en el derivado. Es
por esto que se decidié disminuir diez veces la proporcién de
rodamina:lisinas de NTX de 2:1 a 0.3:1., Utilizando esta
modificacion, la NTX-rodamina conservé su actividad bioldgica.
Por tanto, puede afirmarse que las lisinas parecen ser
importantes para definir la carga neta y la actividad bioclogica
de la NTX.

a5

** Pn los experimentos de desplazamiento de 1“JI~NTX se  observe
que existe un aumento en la radiactividad retenida por el filtro,
cuando estd en presencia de los compuestes NTX-RI y NTX-RII
incluso en ausencia total de su receptor en las membranas
sinaptosomales. Esto puede quizas ser debido a que la presencia
de la toxina derivatizada con rodamina cause un aumento de la

"unién inespecifica de la toxina yodada al filtre.
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La conservacién de la estructura nativa de estos compuestos los
hace dtilles para el estudio de la estructura ¥y dindmica de los

canales de Na+ y de K+.
b} Estudios de microscopla electrénica.

Se realizaron unos estudios con microscopia electrdnica
buscando los posibles sitios de unidn de 1la NTX en 1la corte:za
cerebral y en sinaptosomas de ratén. Sin embargo, no se
encontrarcn resultados claros, posiblemente debido a un tilempo
muy corto de incubacién de los tejidos con la noxiustoxina, (un
minuto). Ahora sabemos que se alcanza el equilibrio de enlace a
leos 30 minutos aproximadamente. Deberan rehacerse estos estudles

con tiempos de incubacién adecuadamente largos.
c} Estudios de movilidad de canales idnicos.

Se presenta aqul 1la primera serie de experimentos para el
estudio de la dinamica del canal de potasio dependiente de
caleio, K+(Cas++), utilizando un derivado de la noxiustoxina con
rcdaﬁina, en co-cultivos de musculo estriado de rata y neuronas
de médula espinal. Se utilizé la téenica de recuperacién de
fluorescencia después de fotoblanqueo (FRAP) para medir la
movilidad de los canales de potaslio dependientes de calclo en el

sistema menclonado.

La recuperacidn de fluorescencia después de fotoblanqueo

(FRAP), (descrito en la parte de materlal y métodos} es una
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técnica muy utilizada actualmente para medir las movilidades de
las proteinas membranales; sirve para diferenciar de forma
dindmica 1la posicidn de receptores celulares, que pueden esfar
fijos o bien pueden moverse en el plano de la membrana celular

(3, 43, 57}.

Los resultados obtenidos en los estudios de FRAP indican que en
cocultivos de neuronas ¥y misculo esquelético, existe una
potlacién importante de canales de KR+(Ca++) de la membrana
muscular que permanece 1inmévil en la escala de tiempo del
experimento (¢ ¢ = 10min.), con constantes de difusién del orden

-10 a 10_9. Cabe comentar que de manera emplrica se observd

de 10
que estos canales se encuentran en “"parches" en las c¢élulas

musculares de los cultivos.

En el laboratorio de Kimen Angelides se han publicado estudios
para medir la movilidad de los canales de sodio utilizando como

marcador ‘una toxina del alacrin Leiurus guinquiestriatus en

cultivos de miocitos y tamblén en co-cultivos  de musculoc y
neuronas de rata (3, 4). Observaron que los canales de sodio de
los cultivos de misculo, se mueven en la membrana libremente, vy
en cambio en las células musculares innervadas, este canal plerde
dicha 1libertad de movimiento. Ademds, en fotograflas hechas . con
microscopio de fluorescencia, se observé que en los cultives de
mésculo solo, los canales de scdio se localizan de manera difusa
en toda la superficie membranal. En cambio, en los co-cultiveos de
mnsculo y neuronas, estos canales se encontraban confipados a 1la
regién de 1la unién neuromuscular, co-localizados con los

receptores de acetilcolina.
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Una caracteristica importante de la biclogla celular neuronal
es la segregacion anatémica de componentes de superficie en
dominios discretos y dominios funcionalmente significativos,
Ejemplos evidentes de esto son la estructura de la s;napais y su
configuracidén post-sinaptica que contiene una alta densidad &e
receptores de transmisores y la segregaciéon de. muc@os otros
componentes a las dendritas, soma celular, axones o Incluso

dominios locales en estas areas (18).

La movilidad es importante en algunos casos. Por ejemplo la
agregacion por difusién de algunos receptores a hormcnas en
microagregados para luego ser endoclitados (6):; el confinamiento
de recepores de acetilcolina en la placa neuromuscuilar; y el de
los receptores de lectinas en los linfocitos (6, 24). Ademas,
para el mantenimiento de la polaridad en 1las neuronas, se

requiere que la membrana esté organizada a largas distancias.

La movilidad de los canales de K+, los mecanismos por medio de
los . cuales se distribuyen en las neuronas y ‘misculos, y el
mantenimiento de  esta distribucién en la superficie de sus
membranas son factores importaﬁtes para la fisiologta de 1las

células excitables.

Hay dos sistemas especificos que se han usado para investigar
los mecanismos encargados.de los procesos de segregacion: la
placa ‘neuromuscular (en donde los receptores de acetilcolina
estan agregados en la regiodn post-sindptica); y los nodos de

Ranvier, en donde eatdn segregados los canales de Na+.
Para entender 1loz mecanimmos celulares y los factores que
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durante. la diferenciacién neuronal y el desarrollo inician 1la
compartamentalizacién, y aquellas estructuras celulares que
mantienen esta regionalizacidn, en este trabajo se midié 1la
movilidad lateral de los canales de K+(Ca++} en musculo estriado
en co-cultlive con neuronas, en donde se observd que permanecehn

inmoviles. .

Este estudic es un prerrequisito para examinar las influencias
celulares que determinan formacién de estructuras esgpecializadas

en la membrana del musculo esquelético.

Las moléculls lipidicas tienen una difusién rapida y homogénea
en las membranas plasmdticas de células en cultivo. Los 1lipidos
.se difunden en la membrana a una velocidad menor o igual de
-8

10 cmZ/seg. Por ejemplo: el coeficlente de difusién del 1lipido

3,3"'-dioctadecilindo-carboxicianina (diIl) es de aproximadamente

8 cmz/seg en distintos tipos de cédlulas (57). Normalmente la

10~
fluorescencia de dil vuelve a niveles basales poco después del
pulso de fotoblanqueo, indicande que la mayor parte de la

fluorescencia observada se mueve libremente.

En cambio, las protelnas de la superficile celular existen de
dos maneras: moviles e inméviles, en donde las protelnas moéviles
se mueven mas despacio que diI. La fracclén inmévil - presenta

gcoéficientes de difusién del orden de 10712 cm2/seg, y la

fraccisn mévil de 10 ' 2 10710 cmz/seg (1).

biferentes tipas de interacciones determinan las velocidades de
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difusién de los lipidos y proteinas membranales:

La movilidad del 1lipido dil estad determinada por la viscosidad
de la matriz lipldica en que se encuentra. De hecho, la movilidad
de "algunas protelnas también estd determinada por la viscosidad
de la bicapa 1lipidica. Un ejemplo seria la rodopsina de los

anfibiog (43).

Sin embargo, algunas proteinas, involucradas en procesos de
activacién celular y cuya rapida agregacién es necesafia para 1la
transmisién de sefiales a la célula y para disparar respuestas
eapeclficas, como los receptores para insulina, factor de
crecimiento epidermico de fibroblastos, IgE de mastoccitos, alfa-
bungarotoxina (receptor de acetilcolina) tienen coeficientes de
difusidn mayores a :1.0-9 cmzlseg . Es mds, tienen una recuperacién
incompleta de la fluorescencla previa al fotoblanqueo, lo cual
iﬁdica que. una parte de estas proteinas es innmdvil en el tiempo

de medicién (citado en referencia 23).

Ademas, las proteinas moviles se mueven mucho mds despacio que
el lipido diI o de lo que se esperaria simplemente por una mayor
resisténcia debida al mayor tamafle de las protelnas. Por lo tanto
se piensa Qque ademads de la resistencia dada por 1la bicapa
lipidica, deben haber interacclones y fuerzas que restrinjan la

movilidad de las protelpnas (revisado en 1).

Existen diversos factores que pueden alterar la disposicién de

macromoléculas en la membrana, como por ejemplo elementos del
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cito- y excesqueleto que estdn adyacentes a la membrana:

Se han encontrade grandes formaciones estructuradas del
citoesqueleto junto a membranas celulares, o a regiones de ellas
que contienen proteinas membranales inméviles o altamente
localizadas. Por elemplo, en regiones membranales post-
sindpticas, se encuentran normalmente una proteina de 30 kD

(llamada PSD-50), actina, tubulina y otras protelnas.

Aun tienen que dilucidarse los mecanismos por los cuales las
proteinas membranales se unen al citoesqueleto. Puede especularse
que por lo menos un elemento de unidn tiene afinidad especifica a

la -proteina membranal cuya movilidad estd restringida,

Edelman en 1976 (22} sugiere una asociacidn dinamica entre, el
citoesqueleto y conecciones a los componentes membranales. Aqul
podria ser que la difusién de las glicoproteinas membranales
serla relativamente ripida, pero la limitante de 1la velocidad
serla la velocidad de disociacién de receptores de estructuras
del citoesqueleto. Quizas también 1la densidad de los
polisacaridos y las interacciones entre ellos, de las

gliboproteinas v glicolipidos pueden afectar su mevilidad.

La = recuperacién incompleta de las fracciones inmdviles podria
también ser debida a la unidn de la sonda a componentes inmoéviles
extrinsecos, como la fibronectina, u otros componentes del
exoesqueleto. Otra posibilidad seria 1la internalizacién por

vesiculas endociticas a lisosomas.
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En las neuronas mielinizadas hay dos regiones que contlenen una
poreioén electrodensa que la cubre y que se tifie intensamente con
fierro o ferrocianuro; este recubrimiento esta presente solamente
en dos regiones del axolema que contienen una alta densidad de
canales de Na+: el segmento inicial y los nodos de Ranvier, y no
existe en las reglonhes internodales del axolema, que no_contienen

canales de Na+

Otra posibilidad mds, serla que la superficie celular estuviera
parcialmente dividida en deminlos pequefios en comparacién con el
haz  del . laser (»1 um). En estos dominios las protelnas se
difundirian rapido, pero las barreras estructurales impedirian
que atravesaran estas barreras. Sin embargo, esta posibilidad
queda descartada en los estudios de Schlessinger y colaboradores
(57) en los que demuestran que analogos de lipidos tienen una
recuperacién incompleta en células en las que clertas protelnas

membranales no la tienen.

En sintesis, es posible que el mayor determinante de la lenta
difusién y de la fraccién inmévil debe incluir 1la interaccién
(atn no determinada ) de los componentes membranales con
componentes del cito- y excesqueleto, ya que la moduiacién debida
a la fluidez 1lipidica no seria suficiente para retardar
. suficientemente la difusién a los valores observados en estos

casog.

Experimentos posteriores se. requieren para dilucidar los
mecanismos por los cuales los canales de K+ tienen esc¢asa

movilidad "en 1la membrana lipidica en cocultivos de misculo
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estriado y neuronas.
d) Perspectivas futuras.

Las neurotoxinas fluorescentes permiten la visualizacidn
microscopica de los canales de K+ tanto en tejido muscular como
nervioso, y tienen la potencialidad de tefiir una gran variedad de
tejidos que presentan canales de K+{(Ca++), y de K+ dependientes

de voltaje.

Estas herramientas desarrolladas en el laboratorio tienen gin
duda una gran potencialidad para estudios acerca de la
distribucién y dindmica de los canales de K+, y seguramente
contribuiran a ampliar los conocimientos acerca de la dinAmica
de la distribucién de los canales en relacién a 1la Fisioclogla:
movilidad 1lateral en la membrana celular de neurcnas y miscule
diferenciado; comparar la movilidad de los canales de neuronas en
desarrollo, en proceso de crecimiento axonal y en la interaccidn
de mielinizacion con neuronas maduras; en qué estado del
desarrollo  se inmovilizan los canales de K+ y empiezan a

segregarse en la membrana plasmatica.

Asimismo, serad importante realizar incubaciones simultaneas de
las toxinas que bloquean el canal de Na+ marcadas con un
fluoréforo, con la NTX marcada con otro; ¥y aprovechar las
propledades de absorcion y de emisién diferentes para ambos
fluoréforos para poder asi visualizar simultaneamente la

localizacién de ambos canales, si se encuentran co-localizados, o
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queé distribucion relativa  tiene un canal con el otro, en un
momento del desarrollo de la célula y a lo largo de su

diferenciacidn (20).

Sera importante entender por qué algunos  componentes
ﬁembranales presentan coeficientes de difusién mas lentos que los
esperadog ¥y por qué mecanismos estan inmoviles otrés: Esto podria
hacerse nmediante 1la perturbacléon de los elementos del cito- y
exoesqueleto, por medio de drogas o enzimas que afectan a ésios.
Esta respuesta dard luz para entender el hecho bioldgico crucial
de como y por queé estdn controladas la movilidad y distribucidén

de los componentes de la superficie celular.
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RESUMEN DE LA TESIS

En este trabajo se purificaron las toxinas Il1-9,2.2, II-i0 vy
II-11 (noxiustoxina o NTX) del alacran de Nayarit Centrurcidec
noxius. Las toxinas II-9.2.2 y II-10 bloquean especificamente
canales de sodio, y la NTX, diferentes tipos de canales de
potasio. Se marcaron estos péptidos con moléculas fluorescentes
¥y  conservaron su éctividad bioldgica. Se utilizé uno de estos
derivados (NTX marcada con reodamina) para estudiar la difusién
lateral del canal de potasio dependiente de calcio en cocultivos
de neuronas y misculo esquelético de rata., Se observd que  una

porcidn impertante de estos canales permanece inmovil.
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LISTA DE ABREVIATURAS UTILIZADAS.

BTX=batracotoxina

CMC-32=carboximetilcelulosa- 32

CTX=caribdotoxina

DL50=dosis letal media

DMSO=dinetilaulfoxido

F=éster N-hidroxisuccinimida fluoresceina

FRAP=recuperacion de fluorescencia después de fotoblanqueo
K+(Ca++)=canal de potasio dependiente de calcio

Kd=constante de disociacién

kD=kilodalton

NTX=noxiuystoxina o fraccidén II-11 obtenido en la purificdrién del
veneno de C.noxiusg .
NTX-RI y NT®-R1I= componentes I y II obtenidos en la
cromatografla de P~2 de la reacciéon de marcado de la NTX
PMzpeso molecular

R=5- (y 6-~)carboxi-tetrametil-rodamina

rpm=revoluciones por minuto

ShS=dodecilsulfate de sedic

STT=sistema transverso de tubulos T

STX=saxitoxina

TTX=tetrodotoxina

U.D.0.sunidades de densidad optica

I11~9.2.2-Ri~1, II-9.2.2-RI-2, II-9.2.2~RII, II~9.2.2-FI, II-
9.2.2-FIT-1, I1-9.2.2-FII-2= diferentes derivados de 1la toxina
1I-9.2.2 obtenidos en columnas de Bio-Gel P-2 y/o CMC-32 después
de marcarla con rodamina (R) o fluorescelna (F)

II-10-RI, II-10-RII-1, IT-10-RII-2, II-10-FI, 1I-10-FII=
derivados de 1a toxina 1II-10 obtenidos por cromatografias
sucesivas de los productos de la reaceldn de derivatizacidn de
ésta con rodamina o fluoresceina.
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