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INTRODUCCION. 

!.ANTECEDENTES HISTORICOS DE LOS ESTUDIOS SOBRE LOS VENENOS DE 

ALACRAN. 

Los primeros estudios sobre el veneno de los alacranes 

a urgieron 

poblaciones 

oriente 

a raiz del problema que se presentaba en algunas 

de México. Centroamérica, Africa del norte y en ~l 

Medio. Los individuos intoxicados presentan: 

hiperexcitabilidad, salivación, disnea, convulsiones, parálisis y 

muert~. Los venenos y toxinas de alacranes cau~an secreciOn de 

neurotransmisores, arritmias en cor3z0n, disparo3 repetitivos y 

despolarización de neuron~s. y muchos otros efectos (37, 44, 65). 

En el siglo XVI, en la Nueva Españ,"'1, Francisco Hclrn~nae::: ( 28}, 

hace referencia a algunas plantas que los nativos utilizaban para 

aliviar los sintomas de las picaduras producidas por los 

alacranes. Entre éstas se encontraban: ichcaxihuitl (algodón), 

aocoxochitl (flor de pino del agua), hoitziloxitlanett1ina (o 

arbol q11e mana resina ), etc .. 

En el siglo XVIII. el ayuntamiento de la ciudad de ourtlngo hace 

un llamado a los vecinos en la "Gazeta de México", en mayo de 

1785, para contribuir con "dos, cuatro u ocho re.:lles al mes para 

que los rnuchac.hoa que loa coxan se les pague medio real de cada 



docena, que 1eberAn matarse a presencia del Sindico Procurador, 

para por este medio poder disminuir los respectivos da~os que se 

PE:ldBcen desde fines de este mes hasta el octubre." ... " El zelo 

del presente Gobierno, empleado en promover las felicidades del 

Pó.blico, a mAs de proporcionarle cuantc•s auxilios penden de su 

arbitrio se ha ofrecido a contribuir con lo que falte para pagar 

los Alacranes que se maten, prometiendo también de su sueldo el 

premio de soo ps. al que descubra algón secreto con que se logre 

extinguir tan malignos insectos." 

Dos meses después, el 12 de julio de 1785, la "Gazeta de 

México" publica un "secreto" que dice: 

"Secreto para matar los alacranes. Se tomartt una parte de 

raspadura o rasura de cuerno de Ciervo, otra igual de Fresno, y 

otra de A::ufre, y se mezclarAn." 

"Se pondrá un brasero con lumbre bien encendida en cada pieza de 

las que tenga la casa, y en cada uno se echar .. ti. de dicha mixtura 

la cantidad que se quisiere para llenar de humo todG la casa y 

mueran los Alacranes. 11 (30). 

La cantidad de veneno dada por una picadura que puede provocar 

un cuadro clinico dramático es muy pequeña. El veneno debe tener 

componentes muy activos. Por lo tanto, es de mucho interés el 

estudio sistematizado de los venenos de estos ar~cnidos, y de los 

efectos fisiopatológicos que producen en los organismos 

afectados. 

En 1899 Alcamirano (2), y en 1923 Ocaranza (41), publican los 
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primeros reportes cientificos sobre los efectos tóxicos de 

alacranea mexicanos. 

En 1944, Efrén del Pozo y su grupo, empiezan a caracterizar los 

efectoa t6x1cos de los venenos de algunos alacranes mexicanos 

(Centruroides suffusus suffusus. C limpidus limpidus, C limPidus 

tecomanua, y e noxius). Este ültimo es considerado como el más 

venenoso de los alacranes mexicanos. Después, estos 

investigadores comienzan a identificar los mecanismos mediante 

los cuales se producen los efectos sobre el sistema respiratorio, 

vasomotor, m~sculo estriado (fibrilación, contracción, etc.} asl 

como su relación con la innervaciOn periférica y/o 

central (SO, 51, 52, 53i. 

En 1948, Del Pozo sugiere que la purificación de los 

componentes de estos venenos serla muy deseable para dilucidar su 

modo de acción (51). 

Estudiando alacranes norafricanos (de la f¡,milia Buthidae), el 

grupo de Miranda, en E•.iropa, en 1958, proporciona datos muy 

importantes para la purificación de los componentes tóxicos de 

los venenos de alacrán. Reportan que las toxinas son de bajo peso 

molecular. solubles en agua, y que sometidos a electroforesis a 

pH B.6 migran hacia el c~todo (39). 

En México, desde 1977 el grupo de Possani ha publicado una 

serie de artículos en los que caracteriza bioquimicamente al 

veneno de alacranes del género Tytiue (Brasil) y Centruroides 
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(México) (21, 44, 45, 46, 47, 48). 

Puede afirmarse que a medida que se obtengan una mayor cantidad 

de información sobre estos compuestos, podrttn usarse mejor como 

herramientas en estudios de Biologia Celular y Neurobiología. 

II. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL DE LAS TOXINAS DEL 

VENENO DEL A LACRAN Cl"Otruroides noxius ( 26, 44, 45). 

La letalidad de las toxinas se determina por inyección 

intraperitoneal en ratoneB albinos. Para venenos de alacranes 

latinoamericanos la dosis letal media (DL50) varia 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 estimulación eléctrica del telson de los 

alacranes contiene de 30 a 50?. de material higroscópico y 

gelatinoso. El veneno de los alacranes se compone principalmente 

de proteir.as y péptidos de diferentes pesos moleculares, entr~ 

los que ~e encuentran hialuronidasns. Contienen también 

aminoácidos libres 1 sales inorgánicas, nucleótidos y lipidos. Se 

encuentran en mayor proporción varias familias de polipéptidos 

b~sí~os con un pP.~o m~lecular de alrededor de 7,000 daltones y 

con actividades ne~rctOxícas. Aqu! se distingu~n bAsic~mente tres 

grupos de familias: aquellas que aft:ctan tejidos excitables en 

mamíferos, crustáceos e insectos. 

El método general de purificación de toxin.:1s de alacrán 
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(10) consiste basicamente en: 

a} Extracción con ague bidestiladd para eliminar rnucoproteinas, 

que podrian interferir en los siguientes pasos de purificaciOn. 

b) Cromatogra!!a de exclusión por peso molecular en columnas de 

Sephadex G-50 (amortiguador de acetato de amonio 20 mH, pH 8.6). 

Este paso permite una separación gruesa de muchos componentes. 

c) Cromatografia de intercambio iOnico (se utiliza el mismo 

amortiguador que en el inciso anterior), en i~tercambiadores de 

aniones y luego cationes. Este paso permite el aislamiento y 

purif icaciOn !inales de muchas proteinas neurotóxicas activas en 

mamiferos 1 insectos o crustAceos. También en algunos casos se 

obtiene una mejor resolución eluyendo con un gradiente salino. 

Para el veneno de c.noxius se obtienen, de acuerdo al esquema 

general mencionado, tres fracciones principales en Sephadex C-50: 

Fracción I.- Componentes de alto peso molecular (entre ellos 

hialuronidasas). 

fracciOn !!.-Contiene los polipéptidos tOxicos, de peso molecular 

entre 3000 y 15000 daltones. Constituye entre el 63 y el 717. del 

veneno soluble. 

fracción III.-Polipéptidos de bajo peso molecular y sustancias 

diversas que absorben a 280nm. 

Posteriormente la fracciOn II se cromatograf ia en columnas de 

intércambio iOnico en carboximetilcelulosa (CHC) con un gradiente 

de NaCl. Se separan asi, 14 componentes, con una alta 

reproducibilidad, aunque en ocasiones, la posiciOn de los 

componentes menos básicos (II-1 a Il-5) puede variar, dependiendo 
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de las características de la columna (tamaño), volumen del 

gradiente, o cantidad de proteina aplicada. La parte mAs 

constante del cromatograma lo constituyen las toxinas II-8 a II-

14. El porcentaje de protelnas tóxicas en esta fracción es del 

77?.. Por lo tanto, del 48 al 55~ del veneno total soluble estA 

representado por alg~n tipo de proteina tóxica. 

A continuación mencionaré brevemente las acciones de al~unas 

toxinas de la fracción II (45} : 

II-5.- Es tóxico para crust~ceos. 

II-6.-Es tóxico para crustáceos aunque menos tóxico para 

mamiferos. 

II-B.-Es letal para raton. 

II-9.2.2.- Obtenido por recrornatografia de II-9, es letal para 

ratón y bloquea canal de Na+. 

II-10.-Es tóxico para mamiferos, bloquea canal de Na+ en 

experimentos de fijación de voltaje en axOn gigante de calamar 

(12). 

11-11.- Es letal para mamiferos, bloquea el canal de K~ 

dependiente de voltaje en axones de cal3~ar eigante, y canal de 

K+ dependiente de Ca++ en tóbulos T de mósculo esquelético de 

conejo (12, 14, 64). 

Las toxinas de alacrAn son moléculas muy compactas y 

termoestables, y poseen entre 36 y 70 residuos de 

aminoácidos (45). El grupo del Dr. Possani ha secuenciado algunas 

de estas toxinas. A continuación se presenta la secuencia N­

terminal de los péptidoa II-9.2.2., II-10 (ambas con un peso 
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molecular -PM-, aproKimado de 7,ooo daltonesl y II-11 (PM 

aproximado: 4,200 daltones) de Centruroides noxius, y Ce la 

toxina gamma dg Tityus serrulatus, péptidos de interés en el 

preae.nte trabajo: 

C.n.II-9.2.2.Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Val-Asp-Lys-Asn-Thr-Gly-Cys-Lys­
Tyr-Glu-Cys-Leu-Lys-Leu-Gly-Asp-Asn-Asp-Tyr-Cis-Leu­
Arg-Glu-Cys-Lys-Gln-Gln-Gly-Tyr-Lys-Gly-Ala-Gly-Gly­
Tyr-Cys-Tyr-Ala-Phe-Ala-Cys-Trp-Cys (46) 

e. n. II-10 

C. n. II-11 

T.s.garnma 

El Dr. 

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) 

Thr-Ile-I le-Asn-Val- Lys-Cys-Thr--Ser-Pro-Lys-Gln-Cys­
Ser-Lys-Pro-Cys-Lys-Glu-Leu-Tyr-Gl y-Ser-Ser-Ala-Gly­
Ala-Lys-cys-Met-Asn-Gly-Lys-Cys-Lys-Cys-Tyr-AsK-Asn 
(47) 

Lys-Glu-Gly-Tyr-Leu-Met-Asp-His-Glu-Gly-Cys-Lys-Leu­
Ser-Cys-Phe-Ile-Arg-Pro-Ser-Gly-Tyr-Cys-Gly-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-Val-Lys­
Val-Trp-Asp-Arg-Ala-Thr-Asn-Lys-Cys (46) 

Possani ha demostrado por experimentos de 

desnaturalización seguidos por dispersión óptica rotatoria que 

las toxinas de los alacranes mexicanos son moléculas muy 

compactas y están estabilizadas por cuatro puentes disulfuro. que 

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

Los datos obtenidos mediante caracterización espectroscópica de 

S toxinas ( T.serrulatus II-5.3.,C.elegans II.6.t., II.7.1. ,~ 

noxiue II.9.2.2., II.10.2) demuestran que son reversibles a lü 

desnaturalización térmica y contienen de 20 a 22?. de estructtrra 

beta plegada, y de 4 a 11f. de alfa hélice. (Para C. noxius 
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II.9.2.2 es de 22 y 117. respectivamente) (45, 49, 66). 

El uso de neurotoxinas como herramientas en la Neurobiologia 

ha aumentado en loa últimos años. Se han hecho grandes esfuerzos 

en la b~squeda de toKinas que se unan especificamente a ciertos 

receptores. Esta5 toxinas pueden usarse para aislar y marcar 

estos receptores. 

Antes de abordar este tema, mencionaré brevemente algunos 

conceptos b~sicos de los receptores que son de interés en este 

trabajo: loB. canales de sodio y de potasio. 

III. PAPEL DE LOS CANALES ~E SODIO Y DE POTASIO EN LA 

EXCITABILIDAD CELULAR (29l. 

Esta secciOn es por necesidad muy breve, y solamente aborda de 

munera muy general el p3pE.~l de los ci:ln.:iles iónicoe: en l.:i 

regulación de las corrientes de membrana y de los fenómenos de 

activación de tejidos excitables. 

Uno do los mecanismos mñs importantes de la Fisiología Celular 

es la permeabilidad selectiva de la membrana celular (por medio 

de canales iónicos), canto ~n reposo como durante el potencial de 

acción. Otros aecanismos incluyen proteínas transportadoras que 

a 



requieren de energla (ATPasas} asi como acarreadores de iones. 

Por ejemplo: entre los primeros descubrimientos de gran 

importancia esta el q1..o1.é: la membrana celular en reposo es 

pr~cticamente impermeable a los iones sodio, y qu~ al iniciarse 

el potencial de acción, la membrana abruptamente comienza a 

permitir el paso de ea toe iones. Ea te cambio drastico d.e 

permeabilidad se debe a la operación de canales especificos que 

ee abren y permiten el paso de los iones sodio. 

Los canales iOnicos son poros macromoleculares que se 

encuentran atravesando las membranas celulares. Son moléculas 

excitables, que responden de manera especifica a diferent~s 

estimulas: cambios del potencial de membrana, estimulas quimicos 

(por ejemplo neurotransmisores), deformaciones mecánicas, etc. 

Una caracteristica importante del poro abierto es la 

permeabilidad selectiva, permitiendo sólo a un determinado grupo 

de iones fluir pasivamente a través de los canales, por su 

gradiente clcctroquimico, y 

millones de iones por segundo. 

una velocidad mayor de diez 

Otra propiedad fundamental de los canales i6nicos es la "acción 

de compuerta". Es decir, tienen un sensor (que es una o varias 

moléculas que estén asociadas al canal) que detecta un estimulo 

especifico y que va a permitir que los canales se abran o se 

cierren, permitiendo o no el flujo de iones. 
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Los canales que son sensibles a compuestos quimi~os o a 

neurotransmisores poseen sitios de unión a estos compuestos. Por 

ejemplo, para que los canales de potasio dependientes de calcio 

se abran1 requieren que se unan a cada uno de ellos, desde el 

espacio intracelular, doe o tres iones calcio. 

Todos los canales sensibles a voltaje o a transmisores que se 

han estudiado. tienen diversas cinética~ de apertura-cierre; 

pueden presentar diferentes en el estado sbierto o cerrado. Por 

lo tanto, pueden retrasarse, inactivarse o desensibilizarse en el 

curso del tiempo. 

Las neurotoxinas, compuestos químicos e iones en el medio 

pueden alterar la respuesta de los sensores a cambios en el 

potencial de membrana. 

IV. LAS NEUROTOXINAS OUE ACTUAN EN CANALES DE SODIO DEPENDIENTES 

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

El canal . de 

despolarizan te en 

Na+ es el responsable de 

una gran variedad de tejidos 

la corriente 

excitables. 

Una gran cantidad de toxinas ejercen sus efectos tóxicos 

modificando las propiedades de los canales de Na+ involucrados en 

la generación de los potenciales de acción de las neuronas, 
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c.or.>z6n y mósculo esquelético. 

A este canal se unen especificamente 4 clases de neurotoxinas, 

probablemente en 4 si tics distintos del canal. ·estas toxinas han 

ayudado enormemente a la caracterización. purificación y 

reconstitución de proteinas integrales que conforman a este 

canal. 

La primera clase incluye la tetrodotoxina (TTX), y la 

saxitoxina (STX}. Estas son guanidinas heterocicllcas pequeñas y 

tienen carga positiva. Muestran gran afinidad por el canal, y 

p~esentan constantes de disociación de orden nonomolar. Se unen a 

la parte externa del canal e inhiben la entrada de Na+. Puede ser 

que el sitio de unión se encuentre en o alrededor del extremo 

eKterno del poro del canal {15). 

La segunda clase incluye a neurotoKinas alcaloides como la 

veratridina, la grayanotoxina y la aconitina; y a la toxina de 

sapo batracotoxina {BTX). Estos son compuestos policiclicos 

liposolubles (27). BTX y veratridina son moléculas peque~as (PH 

538 y 674 respectivamente) liposolubles, que pueden 

interaccioner con el canal tanto por su lado externo como por el 

interno. Estas toKinas disminuyen el umbral de activación del 

canal, en 50 mV. AdemAs eliminan tanto la inactivación rApida 

como la lenta {sólo la BTX), lo cual da lugar a la activación 

persistente de los canales. También disminuyen la selectividad y 

la conductancia de estos canales. En ensayos de reacción 

competitiva, aa ha demostrado que tienen un sitio comón de union. 
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Debido a que alteran tanto la activación como la inactivaciOn del 

canal, el sitio de unión de estas toxinas al receptor podria 

estar localizado en una región importante para ambos procesos 

'15). 

Existe un tercer sitio diferente de unión a estos canales, con 

el cual interactóan algunos péptidos aislados a partir de venenos 

de alacranes {toxinas alfa) (por ejemplo, en este sitio se unen 

péptidos de Androctonus australis Hector CKd•0.7 nM) y ~ 

guinguestriatus quinquestriatus, la tityustoxina del alacrAn 

brasileño Tityus serrulatus), y de anémonas rnarinao. Estas 

toxinas hacen mAs lenta o bloquean la inactivaciOn del canal¡ 

liberan neurotransmisores de sinaptosomas (Kd=30 nM) y ademAs 

tienen efectos aditivos en el bloqueo en presencia de 

neurotoxinas del tipo de la BTX. 

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

sitio-receptor---------------------------------------------------
de la toxina Lig<rndos Efecto fisiolOgico 

II 

III 

Tetrodotoxina 
Saxitoxina 

Veratridina 
Batracotaxina 
AcC1ni tina 
Grayanotoxina 

Toxinas de 
alacrán y 
de anémonas 
marinas 

Inhiben el transporte 
iónico. 

Alteran la activación 
e inactivación. 
Causan activación 
persistente. 

Inhiben la inactivación 
Incrementan la 
activación persistente 
causada por la 
veratridina, 
batracototoxina, 
aconitina y 
grayanotoxina. 

Las toxinas del tipo beta del alacrAn americano actóan sobre un 

cuarto sitio de unión del canal, y tienen efectos sobre la 

activación del canal. Por ejemplo: el veneno del alacr~n 

no.rteamericano Centruroir1es sculpturatus, y el de Centruroid~s 

suffusus (toxina IIl (citado en la referencia 13). 

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

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

Tityus serrulatus, con una Kd de 2.3 X 10- 12 para la toxina 

nativa, y de 4 a 5.5 Y. io- 12 para la toxina yodada. 

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

manera selectiva al canal de sodio: 
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En 1984 Carbone, Possani y colaboradores (12) publican un 

estudio sobre los efectos de la toxina II-10 de c. noxius en las 

corrientes de Na+ y K+ en experimentos de fijación de voltaje e:n 

ax6n gigante de calamar. 

Observan 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 farmacológicamente (por bloqueo 

selectivo de canales especificas mediante el uso de drogas), 

concentraciones bajas de la toxina (0.28-1 uM) producen una baja 

en el pico de la corriente de entrada de Na+, con un efecto 

insignificante en su inctivación. 

- A concentraciones mayores (>3 uM), se reduce drásticamente el 

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

A concentraciones altas {10 uM}, la toxina produce una 

depresión selectiva de los picos de corriente de entrada de 

sodio, ain cJuear ningón efecto en las corrientes de potasio. A 

eata conc~ntraci6n, también modifica las constantes de velocidad 

en la transición del estado inactivado al segundo estado abierto 

del canal. 

En ensayos de competencia se ha demostrado que las toxinas: 

gam~a dP- T. serrultus, II-9.2.2 y II-10 de c. noxius compiten 

por el mismo 3itio de unión al canal de sodio. 
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lfü n1ediante algunos de los agentes bloqueadores del canal de 

sodio que ha sido posible localizar, aislar y purificar este 

canal1 y con esto ha sido posible deducir algunas de sus 

caracteristicas bAsicas: 

En el m~sculo esquelético de rata el canal de Na+ tiene un peso 

molecular (PM) de 315 l<D, esté formado por una prote!na de PM 

aproximado de 250 kD, una aubunidad de 47 kD y 2 aubunidades de 

38 kO. Los canales de sodio de membranas sinaptosomales de 

cerebro de 

260 kD), y 

rata estén constituidos por un péptido alfa (PM 

2 subunidades més pequenas, beta 1 (39 kD) y beta 2 

(37 kD). La subunidad alfa esté unida por puentes disulfuro a la 

subunidad beta 2. 

La proteína de 260 kD esté involucrada en la activación por BTX, 

uniOn de toxinas de alacrán y en el proceso de conducciOn 

Aón no ha sido determinado el papel que Juegan las 2 

subunidades pequeñas. 

La conductancia del canal en su estado abierto es 

pico-Siemens (pSi). 

de 12-18 

Tiene la siguiente secuencia de selectividad iOnica: Na+ > Li+ 

K+ >Rb+ Cs+. También es permeable a algunos cationes 

organfcos como1 ~mon!o, hidroxilamonio, guan!dina (26). Esto 
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sugiere que el tamaílo mlnimo del filtro selectivo del poro es de 

3 X 5 angstroms. 

V. CANALES DE POTASIO. NEUROTOX!NAS QUE LOS AFECTAN (29, 31, 32, 

35, 36, 42, 49). 

Julio Bernstein postula en 1902 una permeabilidad selectiva a 

K+ en membranas de células excitables. Puede considerársele 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 

modulan las funciones de las células excl tables. 

Los canales de K+, de cualquier tipo, en estado abierto, 

estabilizan el potencial de membrana: lo acercan al potencial de 

equilibrio del K+, y lo alejan del umbral de disparo. También 

acortan los potenciales rápidos, finalizan periodos de actividad 

intensa, disminuyen la velocidad de los disparos repetitivos y 

generalmente, cuando están abiertos, tambi~n disminuyen la 

excitabilidad celular. 

Los diferentes tipos de canales de K~ se distinguen más por sus 

propiedades de compuerta que por su farmacologia o selectividad 

iónica. 

·A continueción 8e 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 caracteristic~s m~s importantes de los potenciales de 

acci6n axonal son tal vez su gran velocidad de conducción, aei 

como su brevedad y rtlpida recuperación. Se requie.re de adecuadas 

propiedades de cable y una densidad Optima de canales de Na+ de 

activación rápida, para que se logren altas velocidades qe 

conducción. La brevedad requiere de la inactivación r~pida de 

canales de Na~ y una alta permeabilidad al K+. En la mayoria de 

las células excitables con potenciales de acciOn cortos {de 1 

a 10 ms de duración a 20 C), la alta permeabilidad al K+ se 

logra a través de can.Jles de K+ ºrectificadores retardados", que 

se activan r~pidamente. Los ejemplos de células que tienen este 

tipo de canal de K+ son: axones 

esquelético rápido de los vertebrados. 

motoneuronas 1 mOsculo 

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

dependiente de voltaje en axon gigante de calomar (12, 13). 

En 1982 Carbone y c~laboradores (t2) publican la acción de la 

toxina II-11 (noxiustoxina o NTX) de e noxius en axones del 

calamar Loligo vu1earis, en experimentos de fijación de voltaje, 

Esta toxina disminuye el pico de la permeabilidad de los 

canales de K+ dependientes de voltaje, sin afectar su cinética de 

apertura-cierre. Este efecto es dosis ~eper.diente, y no afecta la 

permeabilidad al sodio. La constante de disociación que tiene la 
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noxiustOKina en este sistema es de 300 nM. Este es el primer 

polipéptido encontrado 

canales de K+. 

que bloquea de manera selectiva los 

Sitges, D~yón y Possani en 1986 (61) publican que la NTX, mismo 

componente II-·11 mencionado anteriormente, induce la liberación 

del neurotrasmi~or GASA Cécido gamma-amino-butirico) en 

3ir1a?to=omaz perfundidos de cerebro de ratón. Este efecto depende 

de la preaencia de Ca+~ extracelular para acoplar este estimulo 

con la liberación de este neurotransmisor. 

- Canales que determinan una corriente saliente transitoria de 

K+. 

Las membranas excitables muchas veces tienen el papel de 

codificar señales nerviosas. Transforman el promedio de todas las 

influencias inhibitorias y excitatorias a un código de patrones 

de diparos de potenciales de acción. La intensidad del estimulo 

modula gradualmente la 

velocidad de disparo. 

respuesta. A mayor corriente, 

Este sistema de código modulado 

mayor 

por la 

frecuencia es el mós utilizado por el sistema nervioso. Después 

de cada disparo, la membrana se hiperpolariza un poco, y 

posteriormente se va despolarizando lentamente hasta alcanzar el 

umbral de disporo otra vez. Las membranas codificadoras disparan 

a la velocidad que refleja la intensidad del estimulo y es lo 

suficientemente lenta como para no fatigar a las neuronas y 

mósculos que le siguen. 
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Estas membranas 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 r~pida de 

potasio, corriente transitoria hacia fuera y corriente de 

inactivaci6n rapida. 

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

Existen muchos tipos de canales de potasio activados por 

calcio. Estan ampliamente distribuidos en diferentes células y 

tejidos, y tienen un papel importante en la secreción, disparos 

repetitivos, y repolarización de los potenciales de acción. 

Todos estos canales se activan con calcio intracelular. Pueden 

ser de conductancia peque~a o grande, pueden ser muy selectivos o 

solamente selectivos· a cationes, o bien dependientes o 

independientes de voltaje. 

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

de conductancia unitaria grande (29, 31): 

Esta presente en las membranas de los tóbulos T de 

musculo esquelético. Ha sido posible incorporar a estos canales B 
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bicapas liµldicas planas a partir de mósculo esquelético de rata, 

conejo, sinaptosomas de cerebro, musculo liso y células 

cromafines (59). 

La densidad de este canal en la membrana del tóbulo T ee muy 

baJa. Es muy selectivo para K+. La conductancia de cada canal es 

de 230 pSi. Probablemente esta elevada conductancía y su alta 

selectividad se debe a la presencia de poros multiiónicos en el 

canal. Para activarlo, el calcio se une del lado cis 

(intracelular). Se activan también por despolarización. 

El nómero de iones calcio para abrir al mAximo el canal es 

distinto en diferentes canales, y varia desde dos en el canal de 

tóbulo T hasta cuatro en los canales de rniotubo. 

Estos canales son altamente selectivos; en tóbulos T, mOsculo 

liso y en células cromafines tiene la siguiente secuencia: Tl+ 

K+ .,. Rb+. l NH4+ 

Los siguientes compuestos son bloqueadores del c3nal: 

a) Litio y sodio por la parte interna; 

b) Cesio en los tóbulos T, tanto desde la parte cis (interna) 

como desde la parte trans (externa); 

e) Tetraetila~~nio y nonilmetilamonio en los tUbulos T¡ 

d) El calcio a una concent~~ciOn mayor de 1 mM, del lado cis¡ 

e) Bario del lado cis induce un incremento en la frecuencia de 

cierre del canal; 

f) Caribdotoxina, que es un péptido bt.isico 
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guinguestra~us quinquestratus, con un peso molecular aproximado 

de 4,BOO daltones, bloquea el canal por el lado externo. Presenta 

una Kd de 1.B nM (64); 

g) Noxiustoxina, del alacrán mexicano Centruroides noxius, 

posiblemente actUa er. el mismo sitio de la caribdotoxina. 

En experimentos con bicapas iipidicas planas que contienen un 

solo canal, Valdivi~. Srnith, Coronado y Possani (64) demuestran 

que la NTX afect.:i al canal de K+ activado por Ca+-+- de tl'lbulos T 

de mósculo esquelético de rata. En la presencia de 800 nM de NTX 

desde el lado trans ("extracelular") se reduce la probabilidad de 

apertura del canal de J<+(Ca-+-+) de 0.85 en condiciones control, a 

0.44 ante la presencia de la toxina. A partir de curvas dosis­

respuesta 1 se esti~a que la constante de disociación de la NTX, 

es de 450 nM para este canal. El mismo grupo de investigadores 

compara la secuencia de la NTX con otro bloqueador Cel canal de 

K+{Ca++), la CTX o caribdotoxina (es una proteina purificada a 

a partir del alacrén Leiuru~ guinguestriatus quinquestriatus, que 

también bloquea a este canal, pero con una Kd mucho menor, de 

1. 8 nM) • Se encuentra un 60'!':. de horno] ogia en el decapéptido de la 

región c-term!nal de ambas toxinas. 
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VI. MOVILIDAD DE LOS CANALES HEHBRANALES. 

En 1972 Singer y Nicolson (60) proponen el modelo del mosaico 

fluido para las membranas plasmáticas celulares, y sugieren a 

éstas como una especie de solución bidimensional de protelnas 

globulares integrales dispersas en una matriz lipidica fluida. 

Hoy en dla está bien establecido que la mayor parte de los 

l!pidos de la membrana celular se encuentra en estado fluido en 

condiciones fisiológicas, que muchas proteínas son móviles, y que 

su movilidad en el plano de la membrana tiene gran importancia 

fisiológica (por ejemplo: la agregación de algunos receptorAs a 

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

Sin embargo, parece ser que en tejidos diferenciad~s una gran 

fracción de las prot~inas membranales son inmóviles y no están 

distribuidas al azar (6). 

Existen funciones f.isiológic ... 1s importantes que ocurren en la 

superficie de las células, y dependen de interacciones dinamicas 

de las moléculas embebidDs en la membrana plasmática, un.=1s con 

otras, y con molécL1las y estructuras intra y extracelulares (23). 

Por ejemplo: les re·:;eptores nicotinicos de acetilcolina en fibras 

de mllsculo esquelético están concentrados en la zona terminal de 

innervación; también receptores de otros neurotransmisores en 

ot.ras membranas p1:ostsin~pticas están concentrados en estas áreas 
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( 1) • 

La membrana celular del mósculo tiene dos componentes: 

sarcolema {membrana de superficie) y el sistema transverso de 

tóbulos T (STT). Algunas prote!nas tienen una distribución 

desigual en ambos (1, 2~): 

-Los receptores de acetilcolina estAn confinados 

neuromuscular del sarcolema. 

la~ placa 

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

concentraci6n en esta zona es 3 veces mayor a la del sarcolema. 

-La densidad promedL.1 de 1.:1. bomba de Na+/K+ en el sarcolema es 

15 veces mayor que en STT. 

Los canales iónicos involucrados en la eY.citación (canales de 

Na+ y de K+ dependiente.s de vol taje) son más abundantes en el 

sarcolema. Puede ser que se necesitan corrientes iónicas grandes 

a lo largo del sarcolema para obtener una velocidad adecuada para 

la conducción del impulso a través de las fibras musculares (que 

tienen varios cm de largo). Por otro lado no se requieren 

velocidades tan altas de conducción en STT ya que ocurre en 

distancias de pocas decenas de um. 

En una distancia de menos de 20 um la concentración de los 

canales de Na+ pueden incluso variar 2 veces. En los tUbulos 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 transiciOn entre 

ambas zonas es gradual 1 y que la menor densidad se encuentra en 

la porciOn central del tObulo T. 

Kimon Angelides reporta en 1985 (3) la segregaciOn de los 

canales de sodio en cocultivos de müsculo innervado. Estos 

canales se encuentran co-localizados con los receptores de 

acetilcolina en la región de la unión neuromuscular. 

La densidad promedio de los canales de K+ dependientes de 

voltaje en el sistema transverso de tóbulos 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 aón la distribución de los canales de potasio 

dependientes de calcio. 

Para que la segregación se mantenga, las proteinas membranales 

deben estar inmovilizadas {por ejemplo por su unión 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 



plasmAtica, o con componentes citoplasmáticos para la formación 

de estructuras especializadas. Estas estructuras están 

involucradas en varias funciones e incluyen, por ejemplo: 

fibronectina (que son fibras extracelulares de glicoproteina, que 

contribuyen a la formación de una matriz conectiva pericelular), 

regiones recubiertas de la membrana plasm~tica que pueden 

contener receptores de varios tipos como por ejemplo la proteína 

clatrina que pued~ mediar endocitosis de una.gran variedad de 

complejos ligando-receptor (por ejemplo: insulina, factor de 

crecimiento epidermial, lipoproteinas 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 homogéneo, especialmente las toxinas II-11, II-10 y II-

9.2.2. 

b) Marcar a estas toxinas con sondas fluorescentes y/o cuerpos 

densos a la microscopia electrónica (ferritina). 

e) Caracterizar las toxinas marcadas. 

d) Mediante el uso de las toxinas mencionadas en los incisos 

anteriores, desarrollar técnicas que permitan visualizar la 

localizaciOn de sus receptores y estudiar la movilidad de éstos 

en coc:ultivos de mósculo estriado innervado de rata, y/o en 

la corteza de cerebro de ratón. 

e) Especial aten~ión serA dada a la movilidad de canales de K+ 

reconocidos por la NTX. 
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MATERIAL Y METODOS. 

I. PURIFICACION DE LAS TOXINAS DEL VENENO TOTAL DE ·centruroides 

!l21!.i!!!L ( 46 l . 

al Obtención del veneno. 

El veneno se obtuvo por estimulación eléctrica del tel~on del 

alacran e, noxius, El material hidrosoluble se obtuvo por 

centrifugación a 8,000 rpm por 10 minutos. El prec:ipitado se lavl­

nuevamente en agu~ bidestilada, se centrifugó a l0,000 rpm 

durante 15 minutos. Los sobrenadantes fueron recuperados y 

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

bl Separaciones cromatográficas. 

El veneno soluble liofilizado fue resus~endido en amortiguador 

de acetato de amonio 20 mM, pH 4.7. Se aplicaron alicuotas de 

esta solución en uno columna de Sephadex G-50 para separar los 

componentes del venenc· con base en sus pesos moleculares. La 

fracción tóxica a mamifero!:í (ratones) fue sep.:i.rada sucesivamente 

en varias columnos de intercambio i~nico ca ti.~mico, de 

carbo~imetilcelulosa, todas ellas equilibradas y eluidas en un 

amort:iguador de acetato de amonio 20 mP., pH 4.7, y de fosfatos de 

sodio 50 mM a un ¡oH Je 6. O y/o B. O. La separacion se obtuvo 

mediante el uso de gradientes lineales de clorur~ de sodio. Parte 

·de esta estrategia ya habia sido descrita anteriormente ( t,6) . 
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c) Ensayos de toxicidad. 

El seguimiento de la purif icaciOn de las 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 SO ug de 

proteina} de las diferentes fracciones crom3togrAficaa. La 

inyección se realiza por via intraperitoneal, subcutanea o 

intracraneal. Normalmente se utilizó la inyección 

intraperitoneal. La letalidad de las fracciones se definiO con 

base en el comportamiento del animal: ~ significa que el 

animal inyectado presentó excitabilidad, salivaciOn, disnea, 

convulsiones, parálisis de los miembros posteriores, muerte; 

tóxico significa que el ratón presentó alguno de los sintomas 

mencionados 1 pero se recuperó al cabo de un dia después de la 

inyección¡ y no t-.6xico significa que el ratón se comportó corr.o 

los controles inyectados con solución salina o con los 

amortiguadores respectivos. 

d} Criterios de pureza de las toxinas. 

La homogeneidad de las toxinas se verificó por; ..:omportdmicnto 

cromatográfico (simetrla de los picos del 

electroforesis en geles de acetato urea y de SOS 

cromatograma); 

poliacrtlaroidll 

de 10 a 20%¡ y secuenciación nutomatizada de los úminoácidos de 

la porciOn N-terminal de los péptidos (46, 54, 55, 67). 
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II.CONJUOACION DE FERRITINA AL ANTICUERPO MONOCLONAL BNTX-4 (S, 

34). 

El anticuerpo monoclonal contra la fracción II-11 utilizado 

fue preparado en el laboratorio del Dr. Possani por la BiOloga 

Rocio S~nchez. 

Se añadieron 0.14 ml de una soluciOn de NaCl !SO mH que 

contenían 14.04 mg de ferritina libre de Cd++ (Polysciences l al 

anticuerpo monoclonal CAcml BNTX-4 (7.2 mg) para una soluciOn 

final de 0.21 ml de NaCl O.S M preparada en amortiguador de 

fosfatos de sodio O.OS M, pH 7.4 . Con agitaciOn muy suave se 

añadió gota a gota glutaraldehido (Polysciences) de una soluciOn 

stock al O.S?. hasta alcanzar una concentracón final de 0.057.. 

Después de una hora de agitación a temperatura ambiente se añadió 

lisina hasta alcanzar una concentración final de 0.1 H , para 

neutralizar los sitios activos del glut~raldehido. La mezcla se 

incubó por una hora mas a la misma temperatura y se dijlizó toda 

la noche contra NaCl 0.5 M en amortiguador de fosfatos O.OS~ M pH 

7.4 a 4°C. El sobrenaCant~ se cuardó a 4°c hasta sGr utili2ado de 

nuevo. Antes de aplicarlo a la columna de afinidad se dializó 

contra el amortiguador de c0rrida' Tris-HCl O.S M pH 7.95 
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III.PREPARACION DE LA RESINA DE AFINIDAD CON NTX Y PURIFICACION 

DEL COMPLEJO ANTICUERPO MONOCLONAL BNTX-4-FERRITINA. 

El acoplamiento de la toxina NTX a resina de Affigel-10 se 

realizó de acuerdo con lus instrucciones del fabricante (Bio-Rad 

Laboratoriee). 

Se resuspendió 2.035 mg de NTX liofili~ada en S.S ml de agua 

bidestilada. El pH de la toxina se ajustó a B.O con amortiguador 

de bicarbonato de sodio 0.2 M. Se tomaron S ml de Affigel-10. 

Sobre un matraz quitasato se colocó un embudo para filtrar al 

vacio la suspensión del af f igel al añadir primero aproximadamente 

10 ml de alcohol isoprop!lico, luego se añadieron aprox. 15 ml de 

H2o previamente enfriada a 4°c. El amortiguador de acoplamiento 

fue carbonato ácido de sodio 0.1 M, pH B.O . En otro recipiente 

se añadió al affigel la toxina preparada (2-10 mg ligando/mg 

gel}, agitándose suavemente durante una hora. Para inactivar 

posibles grupos reactivos residuales se añadió 0.1 ml de 

glicinarnida 1.0M por cada mililitro de eel. Esto se guardó a 4°C. 

En una columna de (1 X 20) cm se coloco la resina de afinidad­

NTX preparada en amortiguador Tris-HCl 0.5 M pH 7.95 Se aplicó 

el Acm BNTX-4-ferritina, después se hizo pasar por la columna 

tiocianato de sodio 3 M , para desprender los anticuerpos 

monoclonales acoplados a ferritina que preservaron su actividad 

contra la NTX. Inmediatamente después, éstos se dializaron con 
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amortiguador de fosfatos de sodio 0.5 M, pH 7,4 y se concentraron 

con Aquacide II (Calbiochem). 

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

OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO (62) . 

se decapitaron cuatro ratas Wistar (250 a 300 g de peso), 

removiendo el cerebro para posteriormente cortar la co~teza a un 

espesor de l mm. se transfirieron los fragmentos a una solución 

de Ringer-Krebs (4°C). Se lavaron dos veces con la misma solución 

para eliminar el exceso de sangre. 

V. PREPARACION DE LOS SINAPTOSOMAS CEREBRALES DE RATON PARA SU 

OBSERVACIONAL MicnoscoPIO ELECTRONICO (ll). 

Todas las operaciones se llevaron a cabo a 4°C a menos que se 

indique. Cuatro rdtas Wistar, (machos y de 250-300 mg de peso) se 

decapitaron, y el cerebro fue retirado, se homogenizaron la 

corteza y el tallo cerebral en 9 volómenes de sacarosa 0.3~ M, 

centrifugando a l ,000 X g por 10 min. El sobr-.nadante se 

centrifugo a 145,000 X g por 15 min. El botón, que contenia 

mitocondrias, sinaptosomas, pequeños fragmentos de mielina Y 

rnicrosomas, se resuspendió en un volumen igual de s&caroga 0.32 M 

Y se resedimentó a 15, 900 X g por 20 min. Se colocó el Ul tim·:i 

botón resuspendido en sacarosa 0.32 M sobre un gradiente 

discontinuo de sacarosa de o.e M a 1.2 M, se cent:rifug1..' una hora 

C1 53, 000 X g. Aai se obtuvieron tres aubfracciones: mielina, 
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sinaptosomas y mitocondrias Cal fondo). Se colectaron por 

separado y se sedimentaron is minutos a 20 1 000 X g . Los botones 

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

VI.OBTENCION DE SINAPTOSOMAS CEREBRALES DE RATA PARA LOS 

EXPERIMENTOS DE UNION (15). 

Se durmieron 2 ratas Wistar (250-300 g de peso) con Cú2 1 se 

decapitaron y el cerebro les fue removido r~pidamente. Se lavaron 

éstos en una solución de sacarosa 5 mM TRIS-HCl, pH 7.4 (4°c>, 

que contenia ademAs PMSF (fluoruro renil metano sulfonilico) 0.1 

rnM, iodoacetarnida 1 mM, fenaentrolina 0.1 mM y pepstatina A 1 mM. 

Todo el procedimiento se llevo a cabo a 4°c y todas las 

soluciones amortiguadoras contenían estos cuatrc inhibidores de 

proteasas (30, 63). Los cerebros se homogenizaron en 30-40 ml de 

la solución de sacarosa (10 veces en un homogenizador de vidrio 

y teflón). El volumen final (aproximadamente 60 ml) se sedimentó 

a 2,500 rpm en un rotor GSA (Sorvall) durante 10 minutos. Se 

guardó el sobrenadante y se resuspendi6 el precipitado en 40 ml 

de la misma solución, se homogeneizo, y recentrifugó 3 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 

realizó un ensayo de Bradf ord y de Peterson para determinar la 

concentración de proteína (10, 19). Los sinaptosomas se guardaron 

a -7o 0 c hasta su uso. 
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VII.TINCIONES Y PREPARACION DEL MATERIAL BIOLOGICO PARA SU 

OBSERVACION AL MICROSCOPIO ELECTRONICO ( 11). 

La parte relacionada con microscopia electrónicü fue llevada a 

cabo en el laboratorio del Dr. Cárabez del Instituto de 

Fisiologia Celular de la U.N.A.M., el procedimiento utilizado 

fue de acuerdo a la metodología descrita por Cárabez y Possani 

en 1982 (11). 

VIII. OBTENCION DE TOXINAS MARCADAS CON CROMOFOROS FLUORESCENTES 

(4). 

Todo el procedimiento fue llevado a cabo con luz tenue. 

Preparación de NTX-Rodamina (NTX-R), II-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 II-10-Flu~resceina (!I-10-F): 

250 ug de NTX, 200 ug de II-9.2.2. y 200 ug de II-10, por 

separado, fueron disueltos en amortiguador de bicarbonato oe 

sodio O .1 M. pH 9. O. Se añadió O. 055, O. 35 y O. 31 mg, 

respectivamente, d~~ ~.(y o- J c:a1•t1or.i-r.et1·am13r.i l-rC1tjCtfilina CtO 

(Molecular Probes, Inc. ) disuelta en dimetilsulfó><ido ( DMSO) . 

Para la preparación de los compuestos II-9.2.2.-F y II-10-F, a 

200 ug de ambas toxinas, en el mismo amo~tiguador de bicarbonato 

arriba mencionado, se añadieron 0.32 mg de éster N-

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

En las reacciones de derivatizaci6n de las toxinas II-9.2.2 y 

II-10, las concentraciones de los reactivos fueron elegidas de 

manera que la rodamina y la fluoresceina estuvieran en un exceso 

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

En la derivatizaciOn de la NTX, la concentración de los 

reactivos se escogió de modo que la rod<lr.iina y las lisina·s 

totales de la II-11 estuvieran en una relación 0.3:1.0. 

Se permitió que las reacciones ocurrieran durante 60 minutos, 

en agitación suave a 2sºc. 

La fracción peptidica fue separada de los productos de la 

reacción (fluoróforos y solventes) por filtración en gel en 

columnas de P-2 (O.Sx15 cm) en acetato de amonio 300 mM, pH 6.38. 

Se colectaron fracciones de 1 ml y se midió su absorbencia a 280 

y 540 nm. El patrón general en este cromatograma fue la 

separación de 2 picos. Las proteinas que presentaron absorbencia 

a 540 nm fueron liofilizadas, y se les realizó un es~~ctro de 

absorción. 

Posteriormente cada pico (denominados I y IIl se pasó pvr una 

columna de CMC-32 (0.9K10 cm) en amortiguador de acetato de 

amonio 20 mM, pH 4.7, con un flujo, dado por una bomba 

perist~ltica, de 25 ml/hora, y un gradiente lineal de NaCl de O.O 

34 



a o.s M (200 ml por cada envase). A algunas de las fracciones 

obtenid3a ae les realizó un espectro de absorciOn y después 

fueron cancentradü.s en un apar.lto bajo vacio ("speed vac"). 

La concentraci6n de las toxinas derivatizadas se determino con 

base en an~lisis de aminoAcidos de todos los compuestos 

obtenidoe. 

IX. MARCADO DE LAS TOXINAS NTX Y GAMMA CON 125 r (40). 

Se resuspendieron 07.7 ug de NTX en 100 ul de amortiguador de 

fosfatos de sodio 0.1 M, pH 6.0. Se agregaron 12.0 ul de 125 r-Na 

(1.0 mCi) en NaOH. Al tiempo O se agregaron 5 ul de 

lactoperoxidasa (de una solución de 5 mg/ml, Sigma Laboratories) 

Y 3 ul de peróxido de hidrOgeno 5 mM. Esto crltimo se repitiO a 

los 5 y 10 minutos. A los 15 minutos se paró !a reacción 

filtrando la mezcla en una columna de Se~hadex 0-10. 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 ml/hr. Se 

colectaron fracciones de aproximadamente o.a ml. En un contador 

gamma, se midió la radioactividad de alicuotas de 2 ul de cada 

fracción. A los tubos que contenian 125
r-NTX s~ les agrego 7.5 ml 

de albürnina séríca bovina para una concentraciOn fi~al de 0.1~. 

En un experimento independiente también se marcó la toxina 

gamma de Tityu~ serrulatus en condiciones experimentales 

similares. 
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X. GELES DE ISOELECTROENFOOUE (55). 

Se preparo el gel de corrida que contenia 307. acrilamida, 0.87. 

de bisacrilamida (2.5 ml finales), 2 ml de Nonidet P-40 

(detergente), 5.5 g de urea ultrapura (Bio-Rad), y se añadió H20 

c.b.p. 10 ml. Esta mezcla se calentó para disolver la urea. Por 

separado se preparó otra solución con 0.4 ml de anfolinas pH 4.0-

6.5, 0.1 ml de anfolinas pH 3.5-10, 5 ul de TEMED, 10 ul de 

persulfato de amonio al 10?.. Se mezclaron ambas soluciones y se 

degasificaron. La soluciOn se pipeteó en tubos de 0.5 cm de 

diAmetro por 12.S cm de largo (volumen total=3 ml). Se cubrieron 

con H20 y se permitió su polimerización por 60 minutos. Se aspiró 

el H20· Luego se dejo qt1e equilibrara la parte superior del gel 

con 25 ul de la soluciOn amortiguadora de las muestras (9.5 M 

urea, 5~ 2-mercaptoetanol, 2% nonidet P-40, 0.4 ml de anfolinas 

pH 4-6.5, O.l ml de anfolinas pH 3.5-10), durante una hora. 

después de la cual ésta solución fué removida. Los geles se 

colocaron en el aparato de electroforesis (cuyo recipiente 

inferior contenia H3P04 10 mM, y que fue conectado al polo 

positivo; y Pl recipiente superior, conectado al polo negativo 

contenia NaOH 20 mMJ. Sobre cada gel s¿ colocaron 25 ul del 

amortiguador de las muestras. 

Primero se pre-corrieron los geles por 15 minutos, con un 

voltaje de 200 V, después 30 minutos a 300 V y finalmente 30 

minutos a ~00 V. 

Luego se aplicaron los cornpues.tos a estudiar, que fueron: NTX 
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(que después del corrimiento f•Je teñida con azul de Coomasie), 

NTX-Rr y NTX-RII, ver listad~ abreviaturas. Se r~servo un gel 

sin muestra '/ soL::inter.rr..: corl soluc.lór. air.ortiguadc-ra como muestra 

pard medir despu~s el gra:lii:>n.tt.? de p!l. Se corrieron los g-eles a 

400 V durante 12 h~ra~. y durcinte la Ultim3 hcra se aumentó ~l 

voltaje a 800 V ra~a lo~rar una mejor rcsolucion en las banda=. 

Inmediatar:tente cir?spué!O: de la corTida se o.bservaron los geles 

con luz ultravic,lct.:\. El tubo para medir el pH se <:c•rt6 en 

fragmentos de 1 cf.l cadn uno, se colocaron por r::epar·ado en 1 ml de 

H20. Y después; de 12 horas se determinó el pH de t:.ada fracción. 

XI. EXPERIMENTOS PARA VERIFICAR LA ACTIVU:;.D DE LAS 

MODIFICADAS: ENSAYOS DE 1.!NION . 

TOl(JN,\S 

Con la fin3lid~d de verif!~ar que las toxinas derivati:adas 

toda•1ia esta.b~"'n funcionando e.orno tales se rC:3li.::aron dos tit:ios de 

experimentos. El primero con la NTX (bloqueadora C•J canales de 

potasio) en un sistema electrofisiolOgíco q:...e r.iide un sc•lo canal 

(64). y el segundo con l.Js toxinas bloque.:s.doi·as de can.:iles de 

sodio medidnte ensay ..... s Ge cor:petencia las toxinas 

fluorescentes y la to ... :ina gaema yod3da ( 171. 

En un en~ayo re:>liz.ido ;io,- Jeffrey Smith, del laboratorio de 

Roberto Coronado en el departamento de Fisiolog1a y Biof1s1c.:i 

Molecular, Baylor College of Medicine, se comprobó la actividad 

de la NT)l-R-r y NTX-R-I!. Esto se hizo mediante la incorpor.:ición 
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del canal de K+ activado por Ca++ en bicapas lipídicas planas, y 

comparando el efecto de la toxina marcada con el de la nativa. 

Para mayores detalles sobre este sistema, ver referencia 31. 

Los ensayos de compete~cia (9, 17} con toxina gcimma iodinada 

de Tytius serrulatus se realizaron con los siguientes compuestos: 

II-9.2.2., rr-10, II-9.2.2.RI-l, II-9.2.2.RI-2, II-9.2.2.RII-l, 

II-lORI-1, II-lORI!-1, II-10RII-2, II-9.2.2.FII-1. II-9.2.2.FII-

2, I!-lOF!I (los nümeros después de las letras de cad3 toxina se 

refieren a distinto3 derivados obtenidos con los cromóforos, ver 

enlistado de abreviacones). Los experimentos de desplaza~iento se 

realizar~n con 200 ug de proteína de los sinaptosomas de rata (la 

concentración de proteina se determinó mediante el método de 

Bradford, 10) en un volumen de 114 ul. 

Todos los eneayos de despla~amiento se realizaron por 

duplicado. Como solución de lavado se utilizó amortiguador de 

cloruro de colina con 0.17. de 8SA (albUmina oérica bovina) 

(cloruro de colina 140 mM, KCl 5.4 mM, CaC12 2.8 mM, Mg~04 1.3 

mM, TRIS-HCl 20 mM. pH 7.4). Los filtros GF/B (Millipore) se 

preincubaron por una hora en BSA al 17u por al menos una hora, y 

antes de utilizarse en e~ ensayo se lavaron dos veces con presión 

negativa con s ml de amortiguador, a temperatura amb1ente. 

Se pusieron 200 ug de los 

presencia de la toxina fria 

sinaptosomas preparados, 

(no radiomarcada) para 

en 

una 

concentración final de aproximadamente 50 nH en un volumen final 

de 300 ul en sol~ción amortiguadora. Se incubó a temperatura 
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ambiente durante 15 minutos. Después se añadiO la toxina 

radiomarcad3 ("caliente"). Se incubó por 30 minutos a temperatura 

ambiente y se filtraron en un sistema de rnultifiltros. 

Corno controles y con la misma. secuencia descrita, en otros 

tubos de ensayo y simultáneamente se tenian: sin e:lnaptosomas 

{para poder discernir entre el pegado real de las toxinas a sus 

receptores en los sinaptosomas y la posible interferencia con los 

filtros), y en presencia de sinaptosornas pero en ausencia de 

toxina fria. 

Los ensayos de desplazamiento se realizaron siempre de la 

siguiente manera: los sinaptosomas incubados se filtraron con 

presión negativa a través de los filtros GF/B. Rápidamente se 

lavaron 2 veces con 5 ml de solución de lavado. La radiactividad 

retenida por los filtros se midió en un contador gamma Beckman 

5500 con 80~ de eficiencia. 

XII. EXPERIMENTOS DE RECUPERACION DE FLUORESCENCIA DESPUES DE 

FOTOBLANOUEO (FRAPl (7, 58). 

Los experimentos de recuperación de f ototlnqueo los realizé en 

el laboratorio del Dr. Kimon Angelides del Baylor College of 

Medicine, utilizando el sistema que él fabr.ic.:>. Datos referentes 

a este equipo se encuentran en las referencias 1 y 23. En la 

figura #1 se pueden apreciar les componentes basicos este sistema. 
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Fi.g. 1. Respresentaci6n esquemAtica del microscopio de 
fluorescencia excitado por un rayo laser utilizado para las 
mediciones de recuperación de flourescencia deEpués de 
fotoblanqueo ( FRAP) . ~=compuerta del haz. f=f il tro. 1.ü!!.=tubo 
fotomul tiplicador. l.=l.!ser. .:t..e.=tren de pulsos. ~=emisor 
dicromético del haz. a.=lente de enfoque. Q.=objetivo. !:,=registro. 
!ll!Jl=especimen. .(ft=filtro espacial. Esta figura estA reproducida 
de Jacobaon &t a. l. , ( 1977) J. Supramol. Struct. 5: 565. 

40 



-Marcaje de los co-cultivos de m~sculo estriado con neuronas de 

rata.-

Se marcaron los receptores de la NTX en miotubos en ce-cultivo 

con neuronas de médula espinal de rata con el conpuesto NTX-RI 

(para mayores detalles sobre el cultivo celular, ver referencia 

3). 

Las células se incubaron con NTX-RI a una concentración final 

de aproximadamente SO nM (par anAlisis de aminoAcidos se 

determino la concentración de la NTX derivatizada, y se ajusto a 

la concentración deseada diluyéndola en una solución de PBS que 

contenia: KCl 0.2 g/l, KH2P04 0.2 g/l, NaCl e g/1, Na2HP04 1.05 

g/l) durante 
o . 

30 minutos a 22 C. Se lavó 2 veces con PBS y se 

procedió a los experimentos de fotoblanqueo (FRAP). 

Para el marcaje de los fosfolipidos, se incubaron los co-

cultivos con tetrametil-rodamina-fosfatidiletanolamlna en etanol 

ClOmg/ml en etanol al 1~). 

FRAP.- Después del equilibrio del ligando fluorescente con su 

receptor, y de los lavados, se montó el portaobjetos del co-

cultivo, de manera invertida, en un plato serolOgico que contenia 

PBS para usarse con el objetivo de lOOx con aceite de inmersión. 

Con este objetivo se enfocó el haz del laser de argón (514 nm, S 

uW) con un microscopio de fluorescencia Zeiss Universal a un 
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radio gaussiano de o.as um. una vez enfocado el punto deseado en 

el cultivo, se abrió paso al léser. Esto dio lugar a la 

excitación parcial de los ligandos fluorescentes, señal recibida 

y registrada en la memoria de la cornput.:idora. Posteriormente se 

procedió a provoc~r una emisión del láser de alt~ intensidad y de 

corta duración de manera que las moléculas fluorescentes 

enfocadas perdieran su capacidad de emisión de fotones. En el 

tiempo que sisuió, se midió la recuperación de la fluorescencia 

en el mismo punto inicialmente er1focado. Los datos obtenidos se 

analizaron mectiante un programa de computadora (para mayor 

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

r. PURIFICACION DE PEPTIDOS DEL ALACRAN C~ntrurci·:!es noxius, 

ELOOUEADORES ESPECIFICCS DEL CANAL DE K+ (FRACCION II-tl, NTX O 

NOXIUSTOXINA) Y DE Na• (II-9.2.2 Y II-10) 

a) Separacivnes iniciales del veneno soluble. 

Se aplicaron 730 unidades de densidad Optico (UDO) a 2BO nm de 

veneno c:oluble de c. noKius a una columna de Sephadex G-50 

descrita en material y rnétoCoa. 

En la figura #2 se encuentran los resultados obtenidcs en esta 

cromatografia . se separaron tres fracciones, denominadas I,II, y 

III. Se recuperaron 56 UPO en la fraccion r, 566 UPO en la 

fraccion l ! , y 98. 6 UDO en la fraccion 1 !I, es decir, hubo ur1a 

recuperación total del 987. de la proteina aplicadá C-ler tabla 

#2). 

TABLA#2. Recuperaci~n de la columna de Sephadex G-50. Veneno 
soluble de C.noxius. 

FraccI6ñ _________________ , ___ üoa-·-----------------p~rceñta}e--de--
< 2aonm > recuperación 

Véñ8ñ;:·~sc1üb1e-;p1rcaao----730-:-5---------------------------------

Fracción I 
rr 
IU 

recuper3do 7~0.0 98.6~ 

56.0 7.7 
566. o 77. 5 
98.6 13.5 
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Fig.2. Perfil cromatogrAfico del veneno del alacrán Centruroide~ 
~- Columna de Seph~dex G-50 (2.9 x 170 cm) a la cu~! se 
aplicó 730 UDO (15 mll de veneno soluble. La columna fue eluida 
con amortiguador de acetato de amonio 20 mM, pH 4. 7 a une.'\ 
velocidad de 50 ml/hr (tubos de 8 ml). Tres fracciones (I, IT v 
III), correspondientes a 7.7?. 1 77.57. y 13.5%, respectivamente, se 
colectaron. La fracción II, tóxica a mamlferos fue 
recromatografiada (ver figura #3). 
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El siguiente paso consistió en separar los co~poner.tea de la 

frucción II en una cromatografia de intercambio iOnico de CMC-32, 

con un gradiente salino. Se aplicaron 100 mg de la fracc!On II. 

Se separaron 14 componentes por esta columna, con un 93.57. de 

recuperación de la proteina total aplicada. (Ver fig. #3 y tabla 

#3 de recuperación). 

TABLA#3.Recuperación de la columna de CHC-32. Fracción II de 
C.noxius. 

rraccioñ---~-----------------üoo _______________ ?orceñtaJe-cie __ _ 
(2BOnml recuperación 

fracción II aplicada 100 
recuperada 93.5 93.5?. 

1 1.6 1..6 
2 0.4 0.4 
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 
9 21.1 21 .1 
10 10.9 10.9 
11 3.0 3.0 
12 3.3 3.3 
13· 2.3 2.3 
14 4.3 4.3 
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Fig.3. Cromatografia de la fracción II de la columna de la figura 
anterior. Columna de carboximetilcelulosa (CMC-32) (0.9 x 27 cm}. 
Se aplicó 100 mg de fracción II en amortiguador de acetato de 
amonio 20 mM, pH 4.7; la elucion se hizo con un gradiente lineal 
de cloruro de sodio de O 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) Purificaci~n de la toxina II-9.2.2. 

En la figura #4 s~ encuentran los resultados obtenidos en la 

cromatografia de 72.7 UDO la fracción II-9 en CMC-32 con un 

gradiente salino. Se separaron 5 componentes, nominados, los 3 

primeros ~lfa, beta y gam~a. Por el co~poitamiento cromatográfico 

del cuarto componente ze sospechó que correspondia al péptido II-

9.2.2 descrito por Possani et al C47), y por la morfolo~i~ del 

pico se decidió dividirlo en 2 partes La recuperación de 

proteína obtenida en esta columna se puede apreciar en la t:ibla 

#4. 

TABLA#4. Recuperación de la columna de CMC-32. Fracción II-9 

Fraccio~-------------~---üoo ______________ porceñta}e-cie __ _ 
(2BOnm) recuperación 

1r::9--apIIcacia----------72~12-------------------------------

alfa 
beta 
gamma 
a 
b 

recuper.:ida 64. 5 88. 6~ 
1.5 2.0 
B.O 11.0 
5.0 6.8 

25.0 34.3 
25.0 34.3 
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Fig. 4. Cromatografía de la fracción II-9 de C. nóxius. Columna 
de carboximetilcelulosa (1 x 30 cm) a la cual se apli~O 7~.7 UDO 
a 280 nm de fracción II-9 en amortiguador de fosfatos de sodio 50 
mM, pH 6.0. La columna fue eluida mediante una gradiente salino 
de NaCl de o a o.s M, con un flujo constante de 30 ml/hr. Se 
colectaron fracciones de 2.5 rnl. Se separaron asi cinco 
fracciones que se denominaron alfa, beta, gamma, a y b ( las dos 
Oltimas formaron un solo componente, que por la asimetría que 
presentó se subdividió en estas dos partes mencionadJS para ser 
recromatografiadas}. 
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Se realizó un gel de acetato-urea de cada componente (datos no 

mostrados). Se tomaron muestras de los tubos: 31 (que 

correspondió a la fracción II-9-b); 62, 65 y 67 (fracción II-9-

alfa); 71, 75 y 77 (fr3cción II-9-beta); de la columna 

representada en la figura #4. En la fracción 31 se encontraron 4 

componentes; en la fracción 62 se encentro un solo componente, y 

en los tubos 65, 67, 71, 75 y 77 se encontraron 2 componentes de 

comportar.ilento electroforético muy semejante, y que 

correspondieron n un peso molecular C~ aprox~madamente 7,000 

daltones. 

Por este resultado, se decidió separar por otra columna mAs a 

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

Se aplicó la muestra de las fracciones 61-70 (II-9-a) a una 

columna de CHC-32 equilibrada con el amortiguador de fosfatos de 

sodio, SO mM, a pH e. Se paso un gradiente de NaCl de O a 0.35 M. 

Como puede observarse en la fig. #5, se separaron 2 picos, y el 

primero se subdividió en 2: II-9-al y II-~-a2, al segundo pico se 

le d~nominó II-9-a3. 

TABLA #S. Recuperación cromatograflca de l~ fracción II-9a 

r.racc1oñ---------------ü~o~o~-------------------po;c~~t~5~-d~----

< 280nm) recuperación 

11:9ª--~apíicñciñ----------25~5----------------------------------

II-'Jal 
II-9a2 
II-9a3 

recup8rada 18.8 75.2~ 

13.0 52.0 
0.8 3.2 
5,0 20.0 
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Fig. S. Crcrnatografia de la fracción II-9a de c.noxius. Columna 
de carboximetil-celulosa (CMC-321 (l.l x 30 cm). se aplico 25.0 
U.O.O. a ~80 nm de la fracción II-9-a de la figura anterior en 
amortiguador de fo=f~t::z .~f? ~odio 50 mM, pH e.o, y la elución se 
hizo con un gradien~e lineal de cloruro de sodio de O.O a 0.35 M 
(250 ml en cada va>;o del aparuto de gradiente)_ a una velocidad 
de 25 ml/hr. se colectaron fracciones de 2.5 ml cada una. se 
obtuvieron tres fracciones: l, 2 y 3. 
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Se aplicó la fracción II-9-b a otra columna de CMC-32 

equilibrada en amortiguador de fosfatos de sodio 50 rnM, pH 9, y 

se aplico un gradiente salino de NaCl de o a 0.35 H (fig. #6) 

Aqui se obtuvieron 2 componentes. El pri~ero se subdividió en 2: 

!I-9-bl (tubos 45-541 y II-9-b2 (tuboe 55-&3), y el segundo se le 

llamó II-9-b3 (tubos 74-83). 

Se realizó una electroforesis en gel de acet3to-urea a la 

fracciones 48 1 52, 56, 59,60, 76, 81. Como marcadores se pusieron 

las fracciones II-10 y II-9.Z.2 de cromatograf1a: ar.t~riores. La 

fracción 48 correspondió a la II-9.2.2. con un sola componente 

proteiníeo. La fracción 52 fue semejante a la 48, p~ro con una 

sombra que correspondia a ld II-10. Las fracci~n~s 56, 59 y 60 

presentaron clar~mente 2 bandas, que mferaron irru~l que la II-

9.2.2 y !I-10# Las fracciones 76 y Bl presentaron una sola banda, 

que correspondió a la II-10. De esta formá se purifica~on dos 

toxinas de la fracción II-9.2. 

TABLA#6. Recuperación de la cromatografia de la fracción II-9-b. 

rraccioñ----------~---------uo0-----------------p;;;e~taie-cie __ _ 
{280nm) recuperación 

11:9G ______ apIIcacia----------2s~o--------------------------------
II-9b1 
II-9b2 
II·?b3 

recuper ada 23.0 92.03 
B.O 32.0 
9.0 36.0 
6.0 ~4.0 
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Fig. 6. Cromatografia Ce la fracción 11-9-b de C. noxjus.. C•·lumna 
de carboximetil-celulos3 (CMC-32) (1.1 x 30 e~) equilibrad~ con 
amortiguador de fosfatos de sodio SO mM, pH B. La cromatografia 
se corrió a un flujo de 30 ml/hr. Se apliciJron 2.S U.O.O. a 2130 nm 
de la fracción II-9-b de lL"\ column.:; de la figu!'a 4. La •:olurnna se 
eluyó con un gradiente de clorure de sodio de O.O a 3.5 M en el 
mismo amortiguador. Se obtuvieron 2 componentes. El primero se 
dividió en 2 partes, dada l~ simetría del pico, y asi se 
colectaron tres componentes: 1, 2 y 3. 

52 



e) Purifica~ión de l~ toxina !!-10. 

En la fig. #7 se muestr~n los rcst1ltados obtenidos en la 

cro~~tografia de l~ fracción II-10. El componente II-10 se ~ep~r6 

en dos porciones: rr-1oa y II-10h debid0 a la presencia de una 

asimetría en el pico cronatogr~fico. 

TABLA#? . Recupe~aci6n de l~ cromatografia de la fracción II-10. 

Fraccroñ------~------------uña-----------------porceñta1c--de---

r 2s o nm 1 recuperaciOn 

1r:1o _______ aplicacia--------1z~o---------------------------------
recu per ada 12.9 92.7~ 

cargado 4.6 33.4 
a 1.5 10.7 
b 5.1 36.9 
e 0.4 3.2 
d 0.2 2.0 
e 0.2 l.9 
f 0.6 4.5 
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Fig. 7. Perfil cro::t:i. togrjf ico de ld fracción 11-l o de e. noxius. 
Columna de carboximetil-celulosa (CMC-32) ( 1 x 30 cm) " la que se 
aplicó 14 U.O.O. a 260 nm de la fracción II-10 obtenida en la 
cromatografia de la fracción II de c.noxius (figura 3). La 
columna fue equilibrada y eluida en amortiguad'lr de fo~faLu::; 50 
mM, pH 6 con un flujo d~ 35 ml/hr. Una vez aplicada la fracción 
l I-10, se e luyó I!lediilnte un gr ad lente de cloruro de sed io de O a 
0.38 H (250 ml por cada vaso del aparato de gradiente) a una 
velocidad de 30 rr.l/hr. Se obtuvieron siete Eracciones: cargado, 
a, b, e, d, e, f, y se recuperó 92.787. de la proteína total 
aplicada. 
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di PurificaciOn de la fracción 11-11 (NTX). 

En la fig. #0 se muestran los resultados de la cromatografia de 

la fracción 11-11 en una columna de CHC-32 As! se obtuvieron 

siete componen tea, denominados: "cargado" 1 NTX-a, NTY.-b, NTX-c, 

NTX-d, NTX-e y NTX-f. Debido al comportamiento cromatogr~fico y 

electrof orético en un gel de acetato-urea del componente NTX-~. 

se tomó este como la toxina NTX descrita con anterioridad por 

Possani y colaboradoree (47). 

TABLA#8. Recuperación de la fracción 11-11 

Fraccióñ----------~--~---üoo----~--~--------?o;:~eñt~Je--cie __ _ 
( 280nm 1 recu¡:ieración 

íí=ll~---~apIIcacia-------5~2---~-~~~----------------~----

recuperada 6. 2 99. 2~ 
cargado 2.8 44.8 
a 0.2 3.4 
b 0.2 3.4 
c 0.4 7.2 
d 0.4 6.B 
e 1.9 31.2 
f 0.1 1.8 
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Fig. B. Perfil cromatográfico de la fracciOn II-11 de C.noxius. 
Columna de carboximetilcelulosa (0.9 x 24 cm). Se aplico G.25 
unidades de densidad Optica (U.O.O.) a 280 nm de fracción II-11 
en el mismo amortiguador de la figura 6, y se eluyó con un 
gradiente lineal de cloruro de sodio de O.O a 0.38 M (250 ml en 
cada vaso del aparato de gradiente) en el rnL3mo amortiguador, con 
un flujo de 30 ml/hr. Se colectaron fraccioneE de 2.5 ml. Se 
obtuvieron 7 componentes: cargado, a, b, e, d 1 e, f. Por el 
comportamiento cromatográfico y electroforético (datos de la 
electoforesis no mostrados} del componente 11 e" se le considero 
cómo ln noxiustoxina (tlTX) descrita anteriormente (47). 
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II. MARCAJE DEL ANTICUERPO BNTX-4 CON FERRITINA PARA ESTUDIOS DE 

MICROSCOPIA ELECTRONICA. 

Se marcó al anticuerpo BNTX-4 con ferritina para utilizarlo en 

los estudios de microscopia electrónica. Después del marcaje con 

ferritina se aplicó la mezcla de la reacción a una columna de 

afinidad de Affi-gel-10 acoplada a la toxina NTX. Los resultados 

de esta cromatografia se muestran en la fig#9. Aqui 

que hay básicamente ¿ tracciones separadas: 

corresponde a aquéllo que no se "pegóº a la columna, 

ser la ferritina libre, BNTX-4 acoplada a ferritina 

se observa 

la primera 

que puede 

y que no 

conservó su afinidad por la NTX, (tambien podria estar presente 

BNTX-4-ferritína que al conservo su actividad, pues quiz~s se 

encontraba ya saturada toda la columna). Al eluir con tiocianato 

de sodio a una concentración de 3M se desprendió aquello que 

estaba unido a esta columna de afinidad, que es el Ac monoclonal 

que conservó su capacidad de uniOn a la NTX. 

Sin embargo, los resultados que se obtuvieron en microscopia 

electr6nica no fueron muy concluyentes. 
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Fig. 9. Columna de afinidad de la noxiustoxina. El Affigel-10 
acoplado a NTX, y equilibrado en amortiguador TRIS-llcl SO mM, 
pH 7. 95 se colocó en una columna de 1 x 30 cm. Se aplicó la 
solución con el anticuerp~ monoclcnal BNTX-4 conjugado con 
ferritina en el misr.10 amorti~uador. La velocidnd de corridJ fue 
de 7 ml/minuto. Se colectaron fracciones de 20 ml. Para despegar 
el conjugado BNTX-~-ferritina se aplicó una solución de 
tiocianato de sodio 3 M. Finalmente se lavó la columna c0n el 
amorti~uador de la corrida. La fracción utilizada par~ los 
es:tudios de microscopia electrónica fue la que se despegó por el 
tiocianato de sodio. 
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III. CROMATOGRAFIAS DE LOS DERIVADOS FLUORESCENTES DE LAS TOXINAS 

NTX, II-9.2.2 Y II-10. 

En las figuras 10, 11, 12, 13 y 14 se muestran los perfiles de 

las cromatografias en Bio-gel P-2 de los derivados de NTX-

Rodamina, 

;Fluoresceina 

Il-9.2.2-Rodamina, II-10-Rodamina. II-9.2.2-

y lI-10-Fluorcsce!nn, pGstericres ~ la reacción de 

derivati=aci6n. Pue~e observarse en t~das ellas un patrón com~n 

de 2 component~s. que en ocasiones se sobrclap~n. Por su 

absorbencia a 280 nm puede afirmarse que en ambos picos está l~ 

toxina presente. Y por sus absorbencias a 540 nm (absorbencia 

mAxirna aproximada para la tetra-me~il-rodarnina) y a 490 nM 

(absorbencia máxima apro>:imada para la fluoresceina1 puede 

afir~arse que en estos 2 pjc~s el péptido se encuentra marcadc 

con el cromóforo respectivo. El nateri~l colectado en ~Etos 2 

componentes cromatogr~f icos representa a la toxina nativa como la 

mono, bi o multimarcada. 
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Fig. 10. Perfil cromatogrAfico del producto de la derivatizaci6n 
de la noxiustoxina 1 NTX, con tetrarnetil-rodamina en 1Jna .-:alumna 
de filtraciOn por peso molecular P-~. Los derivados obtenidc1s en 
la reacciOn de derivati=aciOn de la noxiustoxina, NTX, con 
rodamina se hicieron pasar por una columna (0.9 x 30 cm) de 
filtración en gel Bio-gel P-2 equilibrada y eluida en 
amortiguador de acetato de arr.onio 200 mM, pH 6.8, con un flujo 
aproximado de 48 m l /hr. Se muestran las absorbencias Ll 280 nrr. 
(cuadros llenos) asi como la absorción de fluorescencia a 550 nm 
(triángulos llenos). Se colectaron los picos que absorbieron a 
280 y 550 nm:I y II, y se realizó un espectro a cada uno de ellos 
(Fig.20). 
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Fig. 11. Perfil cromatogr~fico de los productos de la reacción de 
derivati~aci6n de la toxina II-9.2.2 de C.noxius con tetrametil­
rodamina en una columna de Bio-Gel P-2. Las condiciones de la 
corr.ida fueron iguales que la" empleadas en la figura 10. Los 
cuadros llenos indican la absorbencia a 550 nm. Los trl~nFulos 
llenos indican la absorción a 280 nm. Se colectaron - los 
componentes I y II para utilizorlos en los · experiment.os 
subsecuentes. 

61 



11-1 O-Roe1om1na 

(P-2) 

í.200 
TI 

• 280 nm 

0.900 • 550 nm 

0.600 -~ 
0 . .300 

jJ ~~-'" o.oca -- --~---"'----.1-._ ·--...!...... -·-·· ..._,..G:-z-._· ·~ 
o 10 20 30 40 so 60 70 

VOLUMEN (rr.I) 

Fig. 12. Perfil cromatográfico de los compuestos obtenidos en la 
reacción de marcaje de la toxina II-10 de C.no~ius con 
tetrametil-rodamina en una columna de exclusión por peso 
molecular Bio-Gel P-2. Las condiclones del corrimiento se 
encuentran descritas en la figura 10. Los triéngulos llenos 
indican la absorbencia a 290 nm. Los cuadros vacios muestran la 
absorbencia a .SSO nm. Los picos I y I I se colectaron para las 
caracterizaciones subsecuentes. 
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Fig. 13 Perfil crom.:itográfico del producto de la re..-icci6n de 
marcaje de la toxina II-9.2.2. de C.no~ius con fluoresceina. Las 
condiciones del corrimiento de la columna fueron las mismas 
utilizadas en la figura 10. Los cuadros lle~os indicJn la 
absorbencia a 280 nm, y los triángulos invertidos indican la 
absorbencia a 490 nm. Los componentes I y II se colectaron P31'3 
las siguientes coracterl=aciones. 
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Fig. 14. Perfil cromatogrAfico de la reacción de derivatizaci6n 
de la toxina II-10 de C.noxius con fluoresceina en una columna de 
exclusión por peso molecular de Bio-Gel P-2. Las condiciones de 
corrimiento fueron las mismas usadas en la columna de la figura 
10. Los triángulos invertidos representan la absorción dada a 2BO 
nm1 y los rombos, la absorción a 490 nm. Los co•ponentes I y II 
se colectaron para su caracterización. 
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Todos los compuestos obtenidos en las columnas de Bio-Gel P-2 

mostrados en las figuras 10 a 14, se pasaron por columnas de 

intercambio i6nico de Carboximetil-celulosa (CMC-32) para separar 

por carga los diferentes productos obtenidos en la reacción de 

derivatizaci6n, asi como las toxinas que no se marcaron con el 

fluoroforo correspondiente. Los resultados de estas 

cromatografias para los componentes NTX-rodamina rr (NTX-RII), 

II-9.2.2-rodamina (II-9.2.2-RI), II-9.2.2-fluoresce1na II (II-

9.2.2-FII) y It-10-rodamina tt (II-LO-RII) se encuentran en las 

figuras 15, 16, 17,Y 18, respectivamente. En casi todas estas 

columnas (excepto la columna de CMC-32 con el compuesto II-9,2.2-

rodamina I,) no se encontró toxina libre de cromóforo. 

En la figura 16 se puede apreciar la cromatograf ia 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 la toxina marcada. Por el 

comportamiento cromatográfico {volumen de eluci6n a una molaridad 

de cloruro de sodio dada), y por la absorción a las longitudes de 

onda de 2eo' nm Cproteina) y 550 nm (rodamina) del componente 3 

puede pensarse que corresponde a la toxina nativa, no-marcada. 
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Fig. 15. Cromatografia de intercambio i6nicó del copponente NTX~ 
RII obtenido en cromatografi~s anteriores. Se aplicó la NTX-R11 
(previamente diali~ada parn eliminar la tetra~~til-rodamina que 
pudie5e estar libre) a una columna de Carboximetil-celulosa (1.1 
x 12.5 cm) 1 equilibrada con amortiguador de acetato de amonio 20 
~M, pH 4.7. Se e~uy6 a un flujo de 30 ml/hr mediante un gradi~nte 
salino de cloruro de sodio de O.O a 0.5 M (250 ml en cada vaso 
del apar3to del gradiente). En este cromatograrea no se observ~ 
una separación mayor del compuesto aplicado. 
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Fig.16. Cromatografía de la fracci6n II-9.2.2-rorlamina I en ·una 
columna de CMC-32. Se hizo pasar el componente I!-9.2.2-Rodamina 
I por una columna de CMC-32 (0.9 x 15 cm)equilibrada y eluida en 
el mismo amortiguador utilizado en la figura 15. El gradiente 
salino fue de o.o ~ 0.5 M (50 ml en cada vaso del aparato de 
grildic.:nte), y se pasó a un flujo de 20 ml/hr. Se separa.ron tres 
componentes, las fracciones 1 y 2 corresponden a la toxina 
marcada, mientras que la fracción 3 corresponde a prote!na libre 
del cromóforo. Estos componentes se colectaron por separado para 
su posterior caracteri2aciOn espectroscópica y funcional. 
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Fig. 17. Cromatograma de II-9.2.2-fluoresceina II en una columna 
de CMC-32 (0.9 x 15 cm). Esta columna se corriO en las mismas 
c'ondiciones que la de la figura anterior, excepto que el 
gradiente salino contenla 250 ml por recipiente del aparato, y 
que se eluyO con un flujo aproximado de 30 ml/hr. Se colectaron 
fracciones de 2.5 ml. Puede apreciarse en esta crornatografia la 
separaciOn de 2 componentes de II-9.2.2-FII. 
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Fig.1B. Cromatografia de intercambio iónico de II-10-rodamina II. 
Las condiciones del corrimiento fueron iguales a las de la 
columna de la figura anterior. Se aplicó el gradiente salino (200 
ml/recipiente) con un flujo de 20 ml/hr, y se colectaron 
tracciones de 2 ml cada una. Se separaron asi dos componentes, 
denominados 1 y 2. 
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IV. ESPECTROSCOPIA DE BARRIDO DE LOS DERIVADOS FLUORESCENTES DE 

LAS TOXINAS II-9.2.2, II-lO Y NTX. 

En las figuras 19a y l9b se encuentra el perfil del espectro de 

cuatro derivados de las toxinas y de los cromóforos . En todas 

ellas podemos observar que existe absorción a 280 nm y a 540 (ó 

490) nm, lo cual corresponde a las absorciones de pi·oteina y al 

fluor6foro (rodarnina o fluoresceina) 1 respectivamente. 

V. ENFOQUE ISOELECTRICO DE NTX-RI Y NTX-RII. 

La acilaciOn de la toxina produce la pérdida de cargas 

positivas en ella. Por esto se realizó un enfoque isoeléctrico 

de los compuestos NTX-RI y NTX-RII para observar el n~mero de 

componentes posibles que ambos contenían. 

Como se puede observar en la figura 20, la NTX-RI presento dos 

componentes; y la NTX-RII presentó tres , lo cual indica que en 

ella existen tree grupos de NTX derivatizada, probablemente con 

diferente n~mero de moléculas de rodamina unidas a sus lisinas. 
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Fíg. 19a. Espectro de absorción de dos de los compuestos 
sintetizados en este trabajo: II-9.2.2-FII-2 (AJ y II-10-FII (g). 
Por las absorbencias a 280 nm (proteina) y 490 nm (fluoresceina) 
presentadas por estos compuestos puede afirmarse que las toxinas 
se e·ncu"entran ma:r-r:adas por el crornOforo. 
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Fig. 19b. Espectro de absorciOn de los compuestos NTX-RI (C) y 
NTX-RII (Q). Por las absorbencias a 290 nm (toxina) y a 550 nm 
Crodamina) presentes en ambos compuestos, se puede afirmar que 
ambos compuestos est&n marcados por rodnmina. 
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Fig. ~O. Iso~lcctrocnfoquc en geles de poli~crilamida de los 
derivados NTX-RI v NTX-RII. En el carril A se muestra el 
rf.?Sultado de éste c~rrimiento para el compuesto NTX-RII; se puede 
observar 1.J presencia de tres componentes. En el carril B ~~e 
obs:erv~ la presencia de dos componentes part.t la NTX-RI. El 
gradiente de pH está indicado en la parte i~quierda de la figura. 
Se utilizó una lámpara de luz ultravioleta para visuali2'.ar Jos 
c(lmponentes de cada tubo. 
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vr. DESPLAZAMIENTOS DE LAS TOXINAS DERIVATIZADAS. 

En las tablas 9 y 10 se muestran los resultados de los 

desplazamientos por los deriv:-ldos fluorescentes de las toxinas 

bloqueadoras del canal d<> Na•, es decir, la II-9.2.2 y la II-10. 

TA8LA#9 

DESPLAZAMIENTO DE LA TOXINA GAMMA YODADA DE Ti t·¿us serrulatus 
POR EL PEPTIDO II··9.2.2 de Centru~oide" noidus Y DE SUS DERIVADOS 
FLUORESCENTES EN MEMBRAtlAS SINAPTOSOMALES DE Rl\TON. 

TOXINA 

II-9.2.2 

II-9.2.2-RI-l 
II-9. 2. 2-RI-2 
II-9. 2. 2-RII 

II-9. 2. 2-l'II-1 
II-9. 2. 2-FII-2 

PORCENTAJE DE DESPLAZAMIENTO 

57.647. 

52.43?. 
59.707. 
59.397. 

29.297. 
47.097. 

•-se-ütIIIzaroñ-2ao-üg-cie-memSrañas-siñaptosomaies-cie-cereSro--ci0 
rat6n (descrito en la parte de material y métodos). La 
concentración final estimada para todas las toxinas utilizadas 
fue de aproximadamente 50 nM. Estos desplazamientos puntuales se 
realizaron por duplicado. 

Como la toxina gamma de Tityus serrulatus y la toxina II-9.2.2 

de Centrur~id~s noxius compiten por el mismo sitio del canal de 

sodio. con estos experimentos se pretendia po~er en evidencia la 

eficiencla de desplaz.Jmiento de la toxina nativa yodada versus 

sus deriv~dc•s. Los resultados indican que la mayor1a de las 

toxinas marcadas c0nservaron su actividad biológica: solamente el 

componente II-9.2.2.PI!-1 nisminuy6 a la mitad su poder de 

desplazamiento. 



TABLAt'10 

DESPLAZAMIENTO DE LA TOXINA GAHH/I YODAD/I DE Tityus eerrulatus POR 
EL PEPTIDO II-10 DE Centruroides noxius Y SUS DERIVADOS 
FLUORESCENTES. 

TOXINA 

II-10 

II-10-RI 
II-10-RII-1 
II-10-RII-2 

II-10-FII 

PORCENTAJE DE DESPLAZAMIENTO 

41.5?. 

B.9?. 
47.9?. 
79.7:1 

47.3?. 

;~--~t111z~roñ--membr~ñ~--siñaptosoma1es-ae--cerebro--ae--rato~ 
(200 ug de proteina determinado por ensayo de Bradfordl. La 
concentración final de la toxina gamma utilizada fue de SO nM,y 
la concentración final estimada para las toxinas derivatizadas 
fue de aproximadamente SO nM. Estos desplazamientos puntuales se 
realizaron por duplicado. 

También la toxina de c. noxiu.c; II-10 compite con la to>:ina gamma 

de T.sPrrulatus en su unión al canal de sodio. Los derivados II-

10-RII-1 y II-10-R!I-2 conservaron su actividad biológica. Esto 

no fue asi en el caso del compuesto II-10-RI. 

VII. RADIOMARCllDO DE LA NOXIUSTOXINA. 

Los resultados de la iodaciOn de la NTX se encuentran en la 

fig. 21. Para la iocación se utilizaron 87.7 ug de la NTX; 

asumiendo un 853 de recuperación del péptido, en las fracciones 6 

a 10, pue::de deducirse que l;i fraccion 7 quedo a una concentración 

final de 12.7 uM (53.6 ug/mll, y la fracción #B a 31.6 ug/ml. En 

los experimentos de desplñzamiento se utilizó la fracción #7 de 

esta cromat•:igrafia. 
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Fig. 21. Iodación de .N:'X por el método de laclrJ¡:•ero,.:idas~ ('40). 
La reacción de yodaciOn de la NTX fue detenida pasando el 
producto de dichu reacción por una columna de Sephadex G-50 
(volumen=10 ml), equilibrada con nmortigu~dor de fosfatos de 
sodio 0.1 t'!, cloru~o de sodio 0.1 H, pH 7,4. Se recogieron 
fracciones de 0.71 ml y se tomó~ ul de cctda muestra para medir 
las cuentas por minuto {c.p.m.) en un contudor gamma. Se juntaron 
las fruccioncs 6 a 10 de este corrimiento. La actividad 
especifica d~ la NTX yododa resulto ser de 20.Z Ci/mmol. La 
metodologla utilizada p~ra esta yodaciOn tien~ unal"S alta 
reproduclbilidad. Existe ~proxim.:idamente un a tomo de ·· I p0r 
cada molécula de NTX. 
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En la tabla #11 se muestran los result~dos de !os expe~i~entos 

de desplazamiento de la N"!'~ iodo;iiarci.ld.3 z;>or 1.J NTX fr 1.3. A::;imi2rr.o 

se muestran los experimentos de despla2amicnto de la NTX c:.:tlicnte 

por los compuestos derivatizado~ con rcdacina. 

TABLA#ll. ENSAYOS DE DESPLAZAMIENTO DE LA NCXIUSTOXHIA-· 125r CON 
NTX Y LOS DERJVADOS NTX-R! Y NTY.-P.II. 

coñciicioñes-aeI-eñsav? _________ c?m----------r.-ci~-~ñióñ-;~p;c!ric; 
mep~~añ3S-8Iñaptoso;;y;;;-----------------------------------------

• - I-NTX 11930 

sinap. +NTX + 125!-NTX 5470 1007. 

sinap.+NTX-RI + 125!-NTX 46946 626.77. 

sinap. + 125!-NTX + NTX-RI 46876 625.67. 

NTX-RI + 
125

I-NTX + O sinap. 48084 644.3~ 

ti:as-coñarc1oñes-ae1-aesp1a2a;.1eñto-rüeroñ-1as-s1gü1eñt;;7-a--1a~ 
membranas sinaptosomales de rat6n (~00 ug de proteina) se les 
añadió los compuestos en ~uestión en el orden que se presenta en 
la tabla. l~~nap. ":: membranas sin.:iptosomales. L.a concentración 
final de ~ I-NTX fue de 50 n~:. y de NTX f:-13 y deri vatizada 
(estas Ultimas son concentr~csone~ estimadas) de ~ uM. En 
promedio se añadieron 7.~ x 10 cuent3S por minuto de la NTX 
yodada. 

Podemos observar primero que la toxina nativa sl despla=o a le 

caliente. Y aparentemente aumenta ~l ~cgad0 Ge la toxin~ caliente 

en presencia de los derivados fluorescc:ites. Sin embargo, cor.io 

puede observarse en las incut3ciones con la toxina caliente y la 

fria en ausencia de sinaptosomas, también aumentó el n~me~o de 

cuentas en los filtros. Esto Ultime sugiere que, por alguna 

ra~6n, la toxina fluorescente esté interactuando de alguna manera 

con la caliente de tal manera que aumenta el pegado de ésta 

Oltima al filtro, y no a los s1naptosornas. Esto es el pegado 
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inespecifico al filtro. 

Por este motivo, para probar la actividad de los diferentes 

compuestos de NTX-R, y con las facilidades del lab. del Dr. 

Roberto coronado, Jeffrey Smith de Baylor College of Medicine, 

probó la actividad de la NTX-RI y de 13 NTX-RII en experimentos 

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

En la figura 22 se muestran los resultados de estos 

exper itaentos. 

La NTX-Rl redujo la probabilidad de apertura del canal de 

K(Ca++) de 80~ en el control, en ausencia de toxina, a 307. en 

presencia de 130 ul de NTY.-RI Cpo~ anAlisis de amino~cidos se 

determinó que se encontraba a una concentr3ci6n de 54 uM). La 

fracción de la corriente total del canal de K+(Ca++) se redujo de 

347. en el control a 17. en la presencia de 130 ul de NTX-RII (que 

se encontraba a una concentración de 54 uM). Se ha reportado que 

la noxiustoxina nativa, en este mismo sistema, y añadida del lado 

trans (exterior) a una concentración final de 800 n~ reduce la 

probabilidad de apertura de este canal de 85% a 447. (para más 

detalles ver referencia 64) . 

Es decir, el marcaje de la NTX con rodJ~in3 produj~ una 

ac~ividad 60 veces menor que la de la toxina nativa. Sin embargo, 

permanecen con su capacidad de bloquear el canal de potasio 

dependiente de calcio. 
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Fig. 22. Se registró el efecto d~ NTX-RI y NTX-RI! en las 
corrientes de canales de potasio dependientes de calcio de 
tóbulos T de mósculo esquelético de rata. Esto se hizo mediante 
la incorporaci6n de este can3l en bicapas lipídicas. i.- En la 
parte "i" la probabilidad de apertura (P.a.) del canal fue de 
0.80 1 es decir, de 807.; en el trazo "ii" se muestra el efecto de 
NTX-RI añadida "trans" que reduce la P.a. a 0.30. 2_.- En el trazo 
"i 11 la P.a. del canal fue de 0.34; la parte "ii" muestra que la 
adición de NTX-RII redujo la P.a. del mismo canal a 0.01. Los 
registros se tomaron a O mV. (2,. indica que el canal se encuentra 
abierto, i<_indica que ésto esta cerrado). 
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VIII. FOTOBLANOUEO. 

La figura 23 muestra el resultado de un experimento de 

fotoblanqueo realizado en cocultivos de masculo estriado y 

neuronas de médula espinal de rata (cultivados por Laurence Elmer 

del departamento de Fisiologia y Biofisica Molecular de Baylor 

College of Medicine), e incubados en presencia de NTX-RI disuelta 

en PBS, a una concentración final de 0.5 uM. Se enfocó el haz del 

lllser a las células musculares del cultivo. En el eje de las 

abscisas se muestra la sefial de fluorescencia: antes (1001. de 

fluorescencia), durante y después del fotoblanqueo (401.). Puede 

verse que bAsicamente no hay recuperación de la señal, lo cual 

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

También se puede observar que la constante de difusión de la 

toxina, y por ende, de .su receptor, el canal de K+(Ca++) es de 

4.03 x 10-10 , obteniéndose una recuperación del 16~ de los 

canales en el punto del fotoblanqueo. Todo esto indica que el 

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

rata es esencialmente inmóvil. 

En la figura 24 se muestran el promedio de los resultados de 

22 experimentos de fotoblanqueo que realizé para esta tesis. La 

constante de difusión del receptor fue de 4.9 x 10-10 . La 

recuperación de la sef'ial fue de 21'7.. 
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Fig. 23. Experimento de recuperación de fluorescencia después de 
fotoblanqueo. Curva representativa de la fluorescencia emitida 
por NTX-RI en cocultivos de musculo estriado y neuronas de 
médula espinal. Se marcaron las células en cultivo con NTX-RI a 
una concentración final de 0.5 uM, como se describe en la parte 
de material y métodos, y las mediciones de FRAP se llevaron a 
cabo a 22 C. Los puntos representan los fotones contarlos en 40 
mseg. La linea representa a la curva de la recuperación dP. 
fluorescencia que mejor se ajusta a la regresión no-lineal, 
generada por la computadora, para un proceso de difuslon loteral, 
DL. Fotoblanqueo del mósculo innervado utilizando un objetivo do 
100x con un radio de o.es um. El coeff6ien~e de difusión, D, para 
este experimento fue de 4.03 x 10 cm /seg, y se tuve una 
recuperación de la marca de 167.. 
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Fig. 24. Promedio de los resultados de 22 experimentos de FRAP en 
cocultivos de musculo estriado y neuronas de médula espinal. El 
eje de las abscisas representa el n~mero de experimentos. La 
ordenada indica los valores de la recuperación de la señal 
de~~~és del fotoblanqueo. El coeficiente de difus!On fue de 4.9 X 
10 , con una recuperac!On promedio de la seHal de 21%. 
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DISCUSION. 

a) Aspectos generales de la tesis. 

Los péptidos que bloquean especif icamente y de manera selectiva 

canales iOnicos son herramientas fundamentales y versátiles para 

el estudio de los canales iOnicos. 

Se han purificado con anterioridad las toKinas del alacrán de 

Nayarit Centruroides noxius: II-9.2.2, II-10 y II-11 

(noKiustoxina) (21, 46, 47). También ha sido publicado su modo de 

acciOn. Dichas toxinas bloquean de manera selectiva canales 

iónicos en membranas eKcitables: 1) la II-9.2.2 y II-10 bloquean 

especificamente el canal de sodio (12); 2) la noKiustoKina 

bloquea diferentes tipos de canales de potasio, unos dependientes 

de voltaje en axón gigante de calamar, y otros activados por 

calcio en m~sculo esquelético de conejo (13, 14, 64). 

En este trabajo se describen métodos para la preparación de 

derivados de neurotoxinas del alacrán c. noxius (II-9.2.2, II-10 

y II-11) marcados con sondas fluorescentes, con 1251 (para la 

NTX), y de anticuerpos monoclonales contra uno de estos péptidos 

(noKiustoxina) 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 biológica. 
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La mayoria de los derivados de estas toxinas conservaron su 

actividad biológica después de ser marcados •. Esta conservación 

se' documentó en los experimentos de unión en membranas 

sinaptosomales, para las toxinas II-9.2.2 y II-10 marcadas con 

moléculas fluorescentes, y en los experimentos de reconstitución 

de canales en bicapas planas para la noxiustoxina 

Estos derivados permanecen con su afinidad a los canales de 

Na+ o de K+, de membranas e>ecitables; también retienen su 

afinidad por las toxinas en el caso de los anticuerpos 

monoclonaleo a II-11, como se pudo corroborar en la columna de 

afinidad que se realizó. 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. no>eius se 
utilizó la metodología original descrita por Angelides y Nutter 
(43), sin hacer modificaciones importantes a la técnica 
(afiadiendo rodamina en un exceso molar 3 veces superior a las 
lisinas totales de la toxina). 

Sin embargo, al aplicar este método para la derivatización de la 
NTX, se observó que la toxina perdia completamente su actividad 
biológica. El análisis de aminoácidos mostró una alteración 
importante en el contenido de lisinas libres en el derivado. Es 
por esto que se decidió disminuir diez veces la proporción de 
rodamina:lisinas de NTX de 3:1 a 0.3:1. Utilizando esta 
modificación, la NTX-rodamina conservó su actividad biológica. 
Por tanto, puede afirmarse que las lisinas parecen ser 
importantes para definir la carga neta y la actividad biológica 
de la NTX. 

En los experi~entos de des?lazamiento de 
125

r-NTX se observo 
que existe un aumento en la radiactividad retenida por el filtro, 
cuando est~ en presenci3 de los compuestc2 NTX-RI y NTX-RII 
incluso en ausencia total de su receptor en las membranas 
sinaptosomales. Esto puede quizás ser debido a que la presencia 
de la toxina derivatizada con rodamina cause un aumento de la 
u.nión inespecifica de la toxina yodada al filtro. 
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La conservación de la estructura nativa de estos compuestos los 

hace ótiles para el estudio de la estructura y dinámica de los 

canales de Na+ y de K+. 

b) Estudios de microscopia electrónica. 

Se realizaron unos estudios con microscopia electrónica 

buscando los posibles sitios de unión de la NTX en la 

cerebral y en sinaptosomas de ratón. Sin embargo, 

corteza 

no se 

encontraron resultados claros, posiblemente debido a un tiempo 

muy corto de incubación de los tejidos con la noxiustoxina, (un 

minuto). Ahora sabemos que se alcanza el equilibrio de enlace a 

los 30 minutos aproximadamente. Deberán rehacerse estos estudios 

con tiempos de incubación adecuadamente largos. 

e) Estudios de movilidad de canales iónicos. 

Se presenta 

estudio de la 

aqu1 la primera serie de 

dinémica del canal de 

experimentos para 

potasio dependiente 

el 

de 

calcio, K+(Ca++), utilizando un derivado de la noxiustoxina con 

rodamina, en ca-cultivos de mósculo estriado de rata y neuronas 

de médula espinal. Se utilizó la técnica de recuperación de 

fluorescencia después de fotoblanqueo {FRAP) para medir la 

movilidad de los canales de potasio dependientes de calcio en el 

sistema mencionado. 

La recuperaciOn de fluorescencia después 

{FRAP), {descrito en la parte de material y 
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técnica muy utilizada actualmente para medir las movilidades de 

las proteínas membranales¡ sirve para diferenciar de forma 

din~mica la posición de receptores celulares, que pueden estar 

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 müsculo esquelético, existe una 

potlación importante de canales de K+(Ca++) de la membrana 

muscular que permanece inmóvil en la escala de tiempo del 

experimento(< 6 = 10min.), con constantes de difusión del orden 

de 10-10 a 10-9 . Cabe comentar que de manera empirica se observó 

que estos canales se encuentran en "parches" en las células 

musculares de los cultivos. 

En el laboratorio de Kimon Angelides se han publicado estudios 

para medir la movilidad de los canales de sodio utilizando como 

marcador una toxina del alacrAn Leiurus guinguiestriatus en 

cultivos de miocitos y también en ce-cultivos de mósculo y 

neuronas de rata (3, 4). Observaron que los canales de sodio de 

los cultivos de mósculo, se mueven en la membrana libremente, y 

en cambio en las células musculares innervadas, este canal pierde 

dicha libertad de movimiento. Además, en fotografias hechas con 

microscopio de fluorescencia, se observó que en los cultivos de 

mósculo solo, los canales de sodio se localizan de manera difusa 

en toda la superficie membranal. En cambio, en los ca-cultivos de 

mósculo y neuronas, estos canales se encontraban confinados a la 

región de la unión neuromuscular, ca-localizados con los 

receptores de acetilcolina. 

86 



Una caracteristica importante de la biologia celular neuronal 

ea la segregación anatómica de componentes de superficie en 

dominios discretos y dominios funcionalmente significativos. 

Ejemplos evidentes de esto son la estructura de la sinapsis y su 

configuración post-sinéptica que contiene una alta densidad de 

receptores de transmisores y la segregación de muchos otros 

componentes a las dendritas, soma celular, axones o incluso 

dominios locales en estas éreas (18). 

La movilidad es importante en algunos casos. Por ejemplo la 

agregación por difusión de algunos receptores a hormonas en 

microagregados para luego ser endocitados (6): el confinamiento 

de recep·~res de acetilcolina en la placa neuromuscular; y el de 

los receptores de lectinas en los linfocitos (6, 24). Adem!s, 

para el mantenimiento de la polaridad en las 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 

mantenimiento de esta distribución en la 

membranas son factores importantes para la 

células excitables. 

y mósculoa, y el 

superficie de sus 

fisiologia de las 

Hay dos sistemas especificas que se han usado para investigar 

los mecanismos encargados de los procesos de segregación: la 

placa neuromuscular (en donde los receptores de acetilcolina 

estén agregados en la región post-sinéptica); y los nodos de 

Ranvier 1 en donde están segregados los canales de Na+. 

Para entender loa mecanismos celulares y loa factores que 
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durante la diferenciación neuronal y el desarrollo inician la 

compartamentalización, y aquellas estructuras celulares que 

mantienen esta regionalización, en este trabajo se midió la 

movilidad lateral de los canales de K+(Ca++) en müsculo estriado 

en ca-cultivo con neuronas, en donde se observó que permanecen 

inmóviles. 

Este estudio es un prerrequisito para examinar las influencias 

celulares que determinan formación de estructuras especializadas 

en la membrana del m~sculo esquelético. 

Las molécul~s lipídicas tienen una difusión rapida y homogénea 

en las membranas plasmáticas de células en cultivo. Los llpidos 

se difunden en la membrana a una velocidad menor o igual de 

10-8 cm2 /seg. Por ejemplo: el coeficiente de. difusión del lipido 

3,3'-dioctadecillndo-carboxlcianina (diI) es de aproximadamente 

10-8 cm2 /seg en distintos tipos de células (57). Normalmente la 

fluorescencia de diI vuelve a niveles basales poco después del 

pulso de fotoblanqueo, indicando que la mayor parte de la 

fluorescencia observada se mueve libremente. 

En cambio, las proteínas de la superficie celular existen de 

dos maneras: móviles e inmóviles, en donde las prote!nas móviles 

se mueven más despacio que di!. La fracción inmóvil . preEenta 

·coeficientes de difusión del orden de 10-12 cm2/seg, y la 

fracción móvil de 10-11 a 10- 10 cm2/seg (1). 

Diferentes tipos de interacciones determinan las velocidades de 
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difusión de los llpidos y proteinas membranales: 

La movilidad del lipido diI esta determinada por la viscosidad 

de la matriz lipidica en que se encuentra. De hecho, la movilidad 

de algunas proteínas también esta determinada por la viscosidad 

de la bicapa lipidica. Un ejemplo seria la rodopsina de los 

anfibios (43). 

Sin embargo, algunas proteinaa 1 involucradas en procesos de 

activación celular y cuya rápida agregación es necesaria para la 

transmisiOn de señales a la célula y para disparar respuestas 

especificas, como los receptores para insulina, factor de 

crecimiento epiderm!co de fibroblastos, IgE de mastocitos, alfa­

bungarotoxina (receptor de acetilcolina) tienen coeficientes de 

difusión mayores a 10-
9 

cm2 /seg . Es más, tienen una recuperación 

incompleta de la fluorescencia previa al fotoblanqueo, lo cual 

indica que una parte de estas proteínas es inmóvil en el tiempo 

de medición (citado en referencia 23). 

Además, las proteinas móviles se mueven mucho más despacio que 

el lipido diI o de lo que se esperarla simplemente por una mayor 

resistencia debida al mayor tamano de las protelnas. Por lo tanto 

se piensa que ademas de la resistencia dada por la bicapa 

lipidica, deben haber interacciones y fuerzas que restrinjan la 

movilidad de las proteinas (revisado en 1). 

Existen diversos factores que pueden alterar la disposic!On de 

macromoléculae en la membrana, como por ejemplo elementos del 
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cito- y exoesqueleto que están adyacentes a la membrana: 

Se han encontrado grandes formaciones estructuradas del 

citoesqueleto junto a membranas celulares, o a regiones de ellas 

que contienen proteinas membranales inmóviles o altamente 

localizadas. Por ejemplo, en regiones membrana les post-

sin~pticas, se encuentran normalmente una proteína de 50 kD 

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

Aón tienen que dilucidarse los mecanismos por los cuales las 

proteínas membranales se unen al citoesqueleto. Puede especularse 

que por lo menos un elemento de unión tiene afinidad especifica a 

la proteína membrana! cuya movilidad está restringida. 

Edelman en 1976 (22) sugiere una asociaciOn dinAmica entre; el 

citoesqueleto y conecciones a los componentes membranales. Aqu1 

podria ser que la difusión de las glicoproteinas membranales 

seria relativamente rApida, pero la limitante de la velocidad 

seria la velocidad de disociación de receptores de estructuras 

del citoesqueleto. Quizás también la densidad de 

polisacAridos y las interacciones entre ellos, de 

glicoproteinas y glicolipidos pueden afectar su movilidad. 

los 

las 

La recuperación incompleta de las fracciones inmóviles podria 

también ser debida a la unión de la sonda a componentes inmóviles 

extrinsecos, como la fibronectina, u otros componentes del 

exoesqueleto. Otra posibilidad seria la internalizaciOn por 

vesiculas endociticas a lisosomas. 
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En las neuronas m1el1nizadas hay dos regiones que contienen una 

porción 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 regiones internodales del axolema, que no contienen 

canales de Na+ . 

Otra posibilidad mAs 1 seria que la superficie celular estuviera 

parcialmente dividida en dominios pequeílos en comparaciOn con el 

haz del laser (>1 um). En estos dominios las proteinas se 

difundir!an rapido 1 pero las barreras estructurales impedirían 

que atravesaran estas barreras. Sin embargo, esta posibilidad 

queda descartada en los estudios de Schlessinger y colaboradores 

(57) en los que demuestran que an~logos de lipidos tienen una 

recuperación incompleta en células en las que cierta~ proteínas 

membranales no la tienen. 

En sintesis, es posible que el mayor determinante de la lenta 

difusión y de la fracciOn inmOvil debe incluir la interacciOn 

(aón no determinada de los componentes membranales con 

componentes del cito- y exoesqueleto, ya que la modulaciOn debida 

a la fluidez lipldica no seria suficiente para retardar 

suficientemente la difusión a los valores observados en estos 

casos. 

Experimentos posteriores se requieren para dilucidar los 

mecanismos por los cuales los canales de K+ tienen escasa 

movilidad en la membrana lipidica en cocultivos de m~sculo 
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estriado y neuronas. 

d) Perspectivas futuras. 

Las neurotoxinas fluorescentes permiten la visualización 

microscópica de los canales de K+ tanto en tejido muscular como 

nervioso, y tienen la potencialidad de teñir una gran variedad de 

tejidos que presentan canales de K+(Ca++), y de K+ dependientes 

de voltaje. 

Estas herramientas desarrolladas an el laboratorio tienen sin 

duda una gran potencialidad para estudios acerca de la 

distribución y dinAmica de los canales de K+, y seguramente 

contribuirán a ampliar los conocimientos acerca de la dinAmica 

de la distribución de los canales en relación a la Fisiologia: 

movilidad lateral en la membrana celular de neuronas y m~sculo 

diferenciado¡ comparar la movilidad de los canales de neuronas en 

desarrollo, en proceso de crecimiento axonal y en la interacción 

de mielinizaciOn con neuronas maduras; en qué estado del 

desarrollo se inmovilizan los canales de K+ y empiezan a 

segregarse en la membrana plasmática. 

Asimismo, será importante realizar incubaciones simultáneas de 

las toxinas que bloquean el canal de Na+ marcadas con un 

fluor6foro, con la NTX marcada con otro; y aprovechar las 

propiedades de absorción y de emisión diferentes para ambos 

fluoróforos para poder as1 visualizar simultáneamente la 

localización de ambos canales, si se encuentran co-localizados, o 
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qué distribución relativa tiene un canal con el otro, en un 

momento del desarrollo de la célula y a lo largo de su 

diferenciaciOn (20). 

Será importante entender por qué algunos componentes 

membranales presentan coeficientes de difusión mAs lentos que los 

esperados y por qué mecanismos están inmóviles otros .. Esto podria 

hacerse mediante la perturbación de los elementos del cito- y 

exoesqueleto, por medio de drogas o enzimas que afectan a éstos. 

Esta respuesta dárá luz para entender el hecho biológico crucial 

de como y por qué están controladas la movilidad y distribución 

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

En este trabajo se puriflcaron las toxinas Il-9.2.2, II-10 y 

II-11 (noxiustoxina o NTX) del alacrán de Nayarit Centruroides 

~-

canales 

Las toxinas II-9.2.2 y II-10 bloquean 

de sodio, y la NTX, diferentes tipos 

especificamente 

de c.:males de 

potasio. Se marcaron estos péptidos con moléculas fluorescentes 

y conservaron su actividad biológica. Se utilizó uno de estos 

derivados (NTX marcada con rodamina) para estudiar la difusión 

lateral del canal de potasio dependiente de calcio en cocultivos 

de neuronas y mósculo esquelético de rata. Se observó 

porción importante de estos canales permanece inmóvil. 
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LISTA DE ABREVIATURAS UTILIZADAS. 

BTX=batracotoxina . 
CMC-32=carboximeti lcel ulosa-32.· 
CTX=caribdotoxina 
DLSO=dosis letal media 
DMSO=dimetilsulfóxido 
F=éster N-hidroxisuccinimida fluoresceina 
FRAP=recuperación de fluorescancia después de fotoblanqueo 
K+(Ca++)=canal de potasio dependiente de calcio 
Kd=constante de disociación 
kD=kilodalton 
NTX=noxiustoxina o fracción II-11 obtenido en la purificjción del 
veneno de e. no:.~ius 
NTX-RI y NTX-RII= componentes y II obtenidos en la 
cromatografía de P-2 de la reaccion de ma~cado de la NTX 
PM=peso molecular 
R=S- (y 6-)carboxi-tetrametil-rodamina 
rpm=revoluciones por minuto 
SDS=dodecilsulfato de sodio 
STT=sistema transverso de tóbulos T 
STX=saxitoxina 
TTX=tetrodotoxina 
U.D.O.=unidades de densidad óptica 

II-9.2.2-RI-l, II-9.2.2-RI-2, II-9.2.2-RII, I!-9.2.2-F!, rr-
9.2.2-FII-l, II-9.2.2-FII-2= diferentes derivados de la toxina 
II-9.2.2 obtenidos en columnas de Bio-Gel P-2 y/o CMC-32 después 
de marcarla con rodamina (R) o fluoresceina (F). 

II-10-RI, II-10-RII-l, II-10-RII-2, II-10-FI, II-10-FII= 
derivados de la toxina II-10 obtenidos por cromatografías 
sucesivas de los productos de la reacción de derivatización de 
ésta con rodamina o fluoresce!na. 
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