Bloqueo del potencial de accién
en el electrocito de Electrophorus electricus
por histrionicotoxina.
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INTRODUCCION

El 6rgano eléctrico o electrocito de la anguila eléctrica,
Electrophorus electricus, es la preparacién ideal para el
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estudio de los canales de sodio del potencial de accién. La
membrana conductiva tiene aproximadamente 10 veces més
sitios de unién con tetrodotoxina (Ttx) por cm? que al axén
gigante del calamar! y la magnitud de su corriente pico al
interior es 1000 veces mayor?2. Ademas es relativamente més
tacil obtener y correlacionar los resultados bioquimicos,
morfolégicos y electrofisiolégicos en las mismas prepara-
ciones. ksta correlacién es un trabajo colaborativo con el Dr.
H.H. Grunhagen, del Departamento de Quimica Fisiol6gica de
la Universitat des Saarlandes en Alemania. Ademas Agnew
et al.? adelantan investigaciones bioquimicas con membranas
de la anguila eléctrica para estudiar los canales de sodio.

Las herramientas necesarias para estudiar los canales iénicos
son ciertas toxinas especificas de origen animal o vegetal que
activan |batracotoxina (Btx), veratridina, aconitina, grayano-
toxina, titvustoxina, toxinas de la anémonas de mar| o
bloquean (Ttx, saxotoxina, yohimbina) los canales de sodio. A
los agentes bloqueantes mencionados se puede agregar la
histrionicotoxina (Htx) que, por lo menos, en el electrocito.
bloquea el potencial de accién y antagoniza la Btx.

La Hix es el veneno alcaloide segregado por el tegumento de la
rana tropical Dendrobates tinctorius histrionicus?. Este
veneno se ha estudiado en muchas preparaciones de musculos
y nervios®™. La Htx inhibe la transmisién en las sinapsis
neuromusculares bloqueando los canales iénicos sindpticos
pero. sin afectar el receptor colinérgico. Eldefrawi et al.® y
Sobel et al.® aislaron una proteina que se une con la Htx
especificamente pero no con la acetilcolina. Ademas otros
autores informaron también que la Htx bloquea los canales de
potasio de la membrana conductiva sin tener efectos significa-
tivos sobre los canales de sodio5’.

A los autores del presente trabajo les parecié poco probable que
la Htx actuara como un “anestésico local tipico™ en la sinapsis’
sin tener efectos sobre los canales de sodio en la membrana
conductiva. La mayoria de los compuestos con propiedades de
anestésico local si bien son més potentes en la sinapsis,
también tienen efectos en la membrana conductiva?®. En este
estudio se han usado concentraciones de Htx 100 veces




mayores que las que bloquean las sinapsis, y se observé un
bloqueo del potencial de accién provocado por estimulacién
directa que depende de la concentracién, del tiempo, de la
actividad y del pH. Un “‘bloqueo dependiente de la actividad™
se observa cuando el bloqueo se acelera por una despola-
rizacién prolongada o por despolarizacién repetitiva '°.

METODOS

Se empleé el electrocito de la anguila eléctrica para medir los
potenciales de reposo y de accién con microelectrodos
intracelulares de acuerdo con las técnicas que aparecen en los
articulos de Schoffeniels y Nachmansohn!! y de Bartels et
al. 12 La composicién de la solucién Ringer eraen mM/1: NaCl,
188; KCI, 5; CaCl,, 2; MgCl,, 2; amortiguador fosfatado, 1.5;
glucosa, 10. La temperatura era de 24°C a 28°C yelpH 7. En
los experimentos donde el pH era 8.5 el amortiguador fosfato se
cambié a 2 mM TRIS. La histrionicotoxina fue un obsequio del
Dr. John Daly de los Institutos Nacionales de Salud de los
Estados Unidos.

En el electrocito se estimula la membrana conductiva selec-
tivamente con un estimulo catédico mientras que la sinapsis
recibe estimulacién anédica. Se distingue el potencial de
accién provocado por estimulacién directa (catédica) del
provocado indirectamente (andédica), por la presencia o
ausencia del potencial post-sinaptico y/o el tiempo de retardo.

RESULTADOS

1. Bloqueo del potencial de acciéon

El efecto de la Htx sobre el potencial de accién del electrocito
depende de la concentracién y de la actividad (Figura 1). Si se
“estimula una célula control 2/seg, no se observan cambios en
el potencial de accién durante mas de 30 minutos. Una
concentracién de Htx, 0.1 mM prolonga la duracién del
potencial ligeramente después de 30 minutos de la Htx de

acuerdo con la observacién de Kato y Changeaux’. La

estimulacién repetida no tiene efectos con esta concentracidn.
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Figura 1. Efecto de la Htx dependiente de la concentracién y de laactividad sobre el
potencial de accién del electrocito.

Los niimeros superiores se refieren al tiempo (en minutos) en que fueron tomadas las fotos.
Los cambios de solucién estan indicadaos en la escala del tiempo. En la tiltima foto la célula fue
estimulada una vez por segundo; duracién 0.1 ms y voltaje umbral. El primer potencial en
presencia de la Htx 0.2 mM es el de mayor duracién y amplitud; los siguientes disminuyen en
amplitud y duracién en cada estimulo.

Cuando se dobla la concentracién, la amplitud del potencial de
accién disminuye ligeramente dentro de 3 minutos y no se
observan més cambios adicionales durante 10 minutos. Si se
estimula la célula repetidamente 1/s se observa disminucién
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en la amplitud y duracién con cada impulso. El efecto es
reversible en. Ringer. Con una concentracién de 1 mM se
observa bloqueo con dos estimulos. Un efecto similar depen-
diente de la actividad previa se muestra en la Figura 2, donde
las células son estimuladas 1/s con 20 pulsos en presencia de
una concentracién de Htx més baja que la usada en la Figura 1.
El potencial més grande es el primero, el mas pequefio es el
segundo trazo, y los potenciales de accién siguientes alternan
entre los 2 tamafios intermedios. Este efecto no se observé en
todas las células ensayadas.
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Figura 2. Respuesta ciclica del electrocito a la Hix.
Ver texto para explicacién.

2. Antagonismo entre histrionicotoxina
y batracotoxina

En la Figura 3 se muestra el antagonismo entre Htx y Btx. En
este experimento se aplic6 una concentracién alta de Htx
(0.5 mM) junto con una concentracién baja de Btx (0.1 uM).
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Figura 3. La Hix evita y revierte los efectos de la Bix.

Las concentraciones usadas fueron: Htx 0.5 mM, Btx 0.1 uM. Los niimeros debajo del trazo del
potencial de la membrana corresponden a los niimeros de las fotos del potencial de accién. La
estimulacién es la misma que en la Figura 1. La calibracién fue 2 ms y 50 mV/divisién.

kista combinacién bloqueé el potencial de accién. Al lavar la
célula con Ringer se observé la recuperacién del potencial de



accién y la despolarizacién causada por KCl 100 mM revertid
completamente en Ringer, lo cual indica que la Htx inhibe la
unién de Btx dentro de los canales de sodio en forma semejante
al efecto de los anestésicos locales!2. La estimulacién de la
célula en Btx sin Htx conduce a los efectos esperados:
Prolongacién del potencial de accién y la despolarizacién del
tipo “‘todo o nada” después de la aplicacién de KCI 100 mM.
Esta despolarizacién no es reversible en Ringer pero la adicién
de Htx 0.5 mM causa la recuperacién del potencial de reposo a
su valor inicial dentro de 10 minutos. Es notable que la
recuperacién se efecta en la presencia de Btx 0.1 MM. El
potencial de accién se recupera lavando la preparacion con
Ringer, pero se mantiene prolongado.

Si se hace el mismo experimento usando una concentracion
alta de Btx 0.2 M, y una concentracién baja de Htx 5QuM, se
observan solamente los efectos de Btx: la prolongacién del
potencial de accién y la despolarizacién del tipo “todoonada’’,
con la aplicacién de KCI 100 mM. La recuperacion en la
presencia de Htx en una concentracién mayor revierte el
efecto de esta concentracién de Btx, pero con una tasa mas
lenta.

3. Efectos del pH

La accién de Htx depende del pH en todos sus efectos tanto en
la sinapsis como en lamembrana conductiva, pero las potencias
de su forma cargada y no cargada son diferentes en los distintos
sitios. En la sinapsis la Htx es més potente en pH 7 queen pH 8
(Figura 4). El solo cambio de pH en este rango no modifica la
despolarizacién causada por carbamilcolina. La despolariza-
cibn més larga observada con la segunda aplicacién de
carbamilcolina en pH 8.5 ocurre también en pH constante. La
tasa de la despolarizacién es la misma luego del cambio del pH.
Después de una recuperacién en Ringer se incuba la célula en
Hix 5uM durante 30 minutos'y sigue una aplicacién de 40uM
de carbamilcolina en presencia de Htx a pH 7.0. La célula se
despolariza a 12 mV y al cambiar el pH de la misma solucién a
8.5 se observa una despolarizacién adicional. Cuando se
cambia otra vez el pH a 7.0 se causa una repolarizacién al
mismo nivel de antes y la célula recupera su control de nivel
aplicando solo Htx SuM. La segunda parte del experimento es
la repeticién con una concentraciéon mayor de carbamilcolina
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Figura 4. Accién de la Hix dependiente del pH en la sinapsis.
Las concentraciones usadas fueron: Htx 5maM, cc’ 20aM, ec”’ 1004M. cc = carbamilcolina.
La forma cargada de Htx es mas potente.
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El efecto de la Htx sobre el potencial de accién provocado por
estimulacién directa también parece ser una funcién del pH.
Como se puede observar en la Figura 5, se aplicé Htx 0.25 mM
en presencia de curare 10 uM. El curare estaba presente para
bloquear la actividad sindptica. En pH 8.5 el potencial de
accién se bloque6 después de 10 minutos con la aplicacion de
impulsos eléctricos repetidos, mientras que en pH 6.4 no se
observé blogueo en los 30 minutos siguientes, aun con estimu-
laci6n repetida prolongada.

0 5 8.5 12 16 175 23 33 39
A AT A TTLLL e T .
A \ 1N B N\ ™ |
Cur IQ«M| ~ Cur. I0«M
RN O H 8.5* Cur 10uM+HTX 0.25 m M, pH 8_.5 RN. o H 64
% . % -
TIEMPO O e o s e 18 34 40
45 48 51 57 62 72 74 85
L LTLR ﬁ{\ Uil LLLTL
T *‘ 1
HTX 025 mM + CURARE 10«M pH 6.4 RN
| ;
40 75

CALIBRACION: 50 mV AND 2 ms

Figura 5. Acci6n de la Hix dependiente del pH sobre el potencial de aceibn.

Los niimeros superiores corresponden al momento cuando se tomaron las fotos y asu vezala
escala de tiempo. Se habia aplicado curare para bloquear la actividad sindptica. Después de
17.5, 39, 51, 62 y 74 minutos se estimulé la célula con 10 impulsos a 1/s. En pH baésico el

- potencial de accién se bloqueé después de 10 minutos mientras que en pH 4cido se observé

solamente una disminucién pequefia en amplitud y duracién después de 30 minutos. Se nota
una prolongacién del potencial de accién después de 16 minutos en pH baésico.

DISCUSION

Al contrario de lo que ocurre en otras preparaciones la Htx
bloquea el potencial de accién reversiblemente en el electro-
cito, siendo la concentracién minima efectiva 0.2 mM 100
veces mayor que la necesaria para bloquear la sinapsis 7. El
bloqueo del potencial de accién depende de la concentracion,
del tiempo, de la actividad repetida y del pH, y es semejante al
observado con la Btx 13, pero la Htx inhibe la accién de la Btx.
Esto indica que la Htx inhibe el canal de sodio del potencial de
accién. Sin embargo, esta inhibicién no es especifica pues
bloquea también los canales sindpticos’ (Figura 4) y posible-
mente los canales de potasio (Figuras 1 y 5) como se observaen
concentraciones mas bajas que las necesarias para bloquear los
canales de sodio en la membrana conductiva’.

Como los resultados de este estudio son solamente cualitativos,
no se puede saber con certeza si el antagonismo entre laHtx yla
Bix es de tipo competitivo o no. Sin embargo, hay una
diferencia con el antagonista no-competitivo la tetrodotoxina
(Ttx). La Htx impide que la Btx se una con su receptor (Figura
3), mientras que la Ttx no lo hace!3. Otra diferencia entre la
Ttx y la Htx consiste en que la recuperacién de la despola-
rizacién del tipo “‘todo o nada” que causa la Btx en presencia de
la Ttx depende sélo del estado metabélico de la célula, mientras
que la recuperacién en presencia de la Htx depe nde, ademas, de
su concentracion. '




Albuquerque et al.'# demostraron que aunque la Htx puede
unirse con el canal i6nico de la sinapsis en su conformacién
activa y en reposo, tiene afinidad mayor para el estado activo.
La Figura 2 muestra el efecto de una concentracién baja donde
probablemente no todos los receptores para Htx estén
ocupados. Se puede comparar el efecto al descrito por
Albuquerque et al.!# para la sinapsis. La Figura 6 muestra los
primeros 6 potenciales provocados del experimento que
aparece en la Figura 2. Se debe asumir que la amplitud del
potencial de accién corresponde a un nimero dado de
receptores ocupados por la Htx, y que siempre hay receptores
libres, porque el potencial de accién no se bloquea como en el
caso del experimento de la Figura 1, donde la concentracién de
la Htx es mayor. Es posible suponer que el efeeto de la Htx
depende de la actividad y del voltaje. Si esto es asi, el primer
potencial seria idéntico al control, pero el segundo seria mucho
més pequefio. Si el potencial es pequeiio, el equilibrio entre los
receptores de Htx ocupados y libres se desplaza a favor de los
receptores libres y el siguiente potencial de accién es mayor. Ll
ciclo se repite mientras que los receptores libres y ocupados
estén en equilibrio.

Figurn 6. Presentacién esquemitica de los primeros potenciales de accién de la
Figura 2.

En la sinapsis la Htx es mas potente a pH 7 que a pH ‘8.8,
mientras que en la membrana conductiva la Htx es mas potente
en pH alcalino. Esto la hace distinta de los anestésicos locales
que son mds potentes en pH 4cido en la sinapsis y en la
membrana conductiva del electrocito !°. El pH de la Htx es O.
Podria ser que el canal de sodio reaccionara preferiblemente
con la forma no ionizada de la Htx; o que la Htx pueda penetrar
solamente por la via de la fase lipida a su sitio de unién dentro
del canal de sodio.

Al comparar los efectos de la Htx con la accién del anestésico
local tetracaina sobre los parametros eléctricos del electrocito
se notan similaridades y diferencias. Las primeras son:

1. Inhibicién no competitiva de la despolarizacién inducida
por carbamilcolina’.

2. Bloqueo del potencial de accién en concentraciones
mayores que las efectivas en las sinapsis.

3. Inhibicién del efecto de la batracotoxina distinta de la
tetrodotoxina 2.

4. Potencia mayor en pH acido que en pH basico de su efecto
sinaptico.

Las diferencias son:

1. Efecto mayor de la Htx en pH basico en la membrana
conductiva.
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2. Bloqueo del potencial de accién dependiente del uso.

3. Aumento en la duracién del potencial de accién en
concentraciones bajas.

La estructura quimica de la Htx es mas compleja y su
liposolubilidad es mayor que la de la tetracaina®. Por tanto la
Htx podria tener acceso a su sitio de unién dentro del canal de
sodio solamente por la via de los lipidos de la membrana y
durante la activacién cuando los canales de sodio estan
abiertos. Esto explicaria el efecto que depende de la actividad
y la diferente dependencia del pH sobre el potencial de accién
comparado con los anestésicos locales.

SUMMARY

Histrionicotoxin (Htx) blocks the directly evoked action po-
tential of the electroplax. This blockade is concentration, use-,
-and pH-dependent. Htx antagonizes the effects of batracho-
toxin (Btx) which indicates that it acts on the action potential
sodium channels. The pH-dependency of the effect of Htx on
the synapse is different from that on the directly evoked action
potential; at the synapse Htx is more potent at pH 7.0 than at

pH 8.8 while at the conducting membrane its potency is higher
at pH 8.5 than at pH 6.4.

The effect of Htx on the electroplax is very similar to that of
local anesthetics with three exceptions: a) The stronger etfect
at basic pH at the conducting membrane. b) The use-

dependency of the blockade of the action potential. The
prolongation of the action potential at low concentrations.
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