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Accion de lamiotoxina del veneno de Bothrops brazili Hoge, 1953
(Ophidia: Viperidae)*

Action of the myotoxin from Bothrops brazili Hoge, 1953 snake venom
(Ophidia: Viperidae)

Carmen Pantigoso!, Enrique Escobar? y Armando Yarlequét

Resumen

Se ha estudiado el modo de accion de la miotoxina aislada del veneno de la serpiente Bothrops
brazili. La inoculacién de la miotoxina en el mdsculo gastrocnemius de ratones albinos produce
durante la primera hora de accion la liberacion de creatina kinasa y lactato deshidrogenasa, mientras
que por PAGE-SDS, se revela que la incubacién de la miotoxina con musculo gastrocnemius aislado,
produce ademas la liberacién de otras proteinas musculares.

Asimismo, la miotoxina produce hipercontraccién, lesiones delta e incrementa los niveles de
calcio intramuscular, tanto in vivo como in vitro, lo cual no depende del ingreso de calcio extracelular
via receptores de dihidropiridina. Este incremento de calcio explicaria la hipercontraccién observada
y podria generar la activacion de proteasas y lipasas endégenas dependientes de calcio, que condu-
cirian a la necrosis muscular.
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Abstract

The myotoxin isolated from the venom of the snake Bothrops brazili has been studied in its mode
of action. In the first hour of activity the myotoxin injected in the gastrocnemius muscle of white mice,
induces the release of creatine kinase and lactate dehydrogenase, while by PAGE-SDS, it is shown
that the incubation of miotoxin with isolated gastrocnemius muscle releases other proteins from this
tissue.

Moreover myotoxin produces hipercontraction, delta lesions and increases the concentration of
intramuscular calcium “in vivo” and “in vitro”, which does not depend on extracellular calcium entry
through dyhidropyridine receptors. This increase of calcium would explain the hipercontraction observed.
Also it could trigger the activation of endogenous proteases and lipases, which would lead to muscle
necrosis.
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del tejido muscular (mionecrosis) (Rosenfeld,
1971). En el caso delafamilia Elapidae, sdlo
En nuestro pais la mayoria de serpientes el veneno del grupo delas cobras producetam-
venenosas pertenecen alaFamiliaViperidae,  bién mionecrosis pero ésta es menos intensa
siendo el género Bothrops, el mas abundante  quelaocasionada por los vipéridos.
y €l responsable de la mayoria de accidentes
ofidicos. Los venenos de estas serpientes pro-
ducen, entre otros efectos, unaseveranecrosis

Introduccién

Por mucho tiempo se crey6 quelanecrosis
producida por algunos venenos de serpientes
se debia ala accion de enzimas proteoliticas
1| aboratorio de BiologiaMolecular. Facultad de presentes en el veneno (Houssay, 1930,

CienciasBiolgicas, UNMSM ' Kellaway, 1939; Zeller, 1948; Porges, 1953;
) ) Kaiser and Michl, 1958). Sin embargo, una

2|_aboratorio de Bioguimicay Genética . . .
Molecular. Facultad de Ciencias Biol 6gicas. observacion contrariaaestacreenciafue esta-

UNM SM. eescobarg@unmsm.edu.pe blecida cuando se encontrd que los venenos
* Proyecto financiado por e FEDU, CSl: de cobras de la peninsula malaya eran capa-
001001141 ces de producir necrosis, pese a no ser
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proteoliticos (Reid, 1964); y, en cambio, los
venenos de Trimeresurus okinavensis
(Kurashigue et a., 1966) Bitis gabonica, B.
nasicornisy B. arietans (Tu et al., 1969) pro-
ducian débil mionecrosis, pese a ser
proteoliticos.

Parddamentefueposibleinducir mionecrosis
con fosfolipasa A de Trimeresurus flavoviridis
(Maeno et al., 1962; Sarkar and Devi, 1968), lo
cual permitié atribuir € efecto necrético a la
actividad defosfolipasa. Sin embargo, en 1966,
Kurashigue purificd del mismo veneno factores
mioliticossinactividad defosfolipasa.

En 1976, Ownby et al. aislaron una
miotoxina de Crotalus viridis viridis que no
teniaactividad enzimética, y que fue denomi-
nada miotoxina a; ésta fue la primera
miotoxina bien caracterizada. Posteriormen-
te, en 1984, se aisl6 del veneno de Bothrops
asper una miotoxina que tenia actividad de
fosfolipasa (Gutiérrez et a., 1984), mientras
gue algunos afos después se reportaron en
los venenos de B. nummifer y B. jararacussu,
dos nuevas miotoxinas pero ambas sin activi-
dad enzimética (Gutiérrez et a ., 1986; Homsi-
Brandeburgo et al., 1988).

A lafecha, y luego de una considerable
informacién acumulada, se sabe que las
miotoxinas de venenos de serpientes son pro-
teinas basicas que se clasifican en 3 grupos
(Ownby, 1998):

1.Miotoxinasrelacionadasalasfosfolipasas,
las cuales poseen aproximadamente 135
aminoacidos, y son caracteristicasde lafamilia
Viperidae, especiamente del género Bothrops.
La elevada frecuencia en nuestro pais de espe-
cies del género Bothrops determinan que este
grupo resulte de especia interés.

2. Miotoxinas de bajo peso molecular, que
se caracterizan por tener 42 aminoacidos y
carecer de actividad enzimética. Son carac-
teristicas de los venenos de serpientes del gé-
nero Crotalus, tales como C. viridis viridis,
C. durissus terrificus y C. adamanteus.
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3. Miotoxinasdelas cobras, |as cuales son
denominadas cardiotoxinas, yaque actlian pre-
ferentemente sobre el musculo cardiaco. Es-
tas proteinas poseen alrededor de 60
aminoécidos.

Adicionamente, se ha establecido que las
miotoxinasdel primer grupo pueden ser dedos
tipos: unas con actividad de fosfolipasa (tie-
nen Asp en la posicién 49) y otras sin activi-
dad enzimdtica (tienen Lys en la misma posi-
cion) (Gutiérrez and Lomonte, 1997; Ownby
etal., 1999).

En relacién a mecanismo de accion se ha
postulado que estas toxinas actlian sobre la
membrana de células musculares, aunque €l
lugar exacto de union es desconocido. Algu-
nos datos estructurales y farmacol 6gicos su-
gieren lapresenciaen lamiotoxina, de un do-
minio parael dafio delamembrana, probable-
mente formado por la combinacion de resi-
duos bésicos e hidrofébicos (Gutiérrez et al.,
1989; Volpe et a., 1986; Yudkowsky, et al.,
1994). Gutiérrez et d. (1984) también refieren
gue lamiotoxina de B. asper afecta laintegri-
dad de lamembrana plasmaética, ya que induce
unrgpidoincrementoene plasmadelosniveles
de creatina kinasa, y produce ademas una ele-
vacion de la concentracion de calcio citosolico.
Sin embargo, & mecanismo que conduce a la
pérdidade control delaregulaciondel ioncacio
€s un aspecto alin desconocido.

En este trabajo, hemos estudiado el meca-
nismo de accion de la miotoxina del veneno
de Bothrops brazili, cuyo aislamiento y pro-
piedades fueron presentados por nosotros en
un trabajo anterior (Pantigoso et a., 2001).

Material y métodos
1. Miotoxina

Se utiliz6 lamiotoxina aislada del veneno
de la serpiente Bothrops brazli, de acuerdo
al método de Pantigoso et al. (2001).

2. Cuantificaciéon de proteina

En todoslosensayosel contenido proteico
se determiné por el método de Lowry (1951),
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gue usb como proteina estandar albuminabo-
vina0,1 mg/ml.

3. Electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (PAGE-SDS)

Los diferentes ensayos de PAGE-SDS se
hicieron de acuerdo a método de Laemmli
(1970), que empled un gel de stacking al 4%y
un gel de resolucion al 7,5%. Las proteinas
fueron tefiidas con azul brillante de coomassie
0,2% durante 5 minutosy decoloradas en una
solucion acuosa conteniendo metanol 24% y
acido acético 8%.

4. Accion de la miotoxina
Seevaul atravésdelossiguientesensayos:

4.1. Liberacion de creatina kinasa (CK) y
lactato deshidrogenasa (LDH)

Se formaron seis grupos de 4 ratones
albinos de 20 g de peso cadauno. Losratones
de uno delos grupos, utilizado como control,
fueroninoculadoscon 100l debuffer acetato
de amonio 0,05 M pH 7 en el musculo
gastrocnemius, mientras que a resto de roedo-
resselesinocul 6 en e mismo musculo 100 pl de
miotoxina (60 g de proteinag). Despuésde 1/2,
1, 3,12y 24 h, losratones de | os grupos respec-
tivos, fueron anestesiados con éter colectan-
dose inmediatamente 0,4 ml de sangre, por
puncién cardiaca, los cuales se mezclaron con
40 yl de citrato de sodio 3,8%, luego de lo
cual se centrifugd por 10 minutos a 300 x g
para separar el plasma.

Para medir la actividad de CK, 25 pyl de
plasmafueron aplicadosa 1 ml del kit de CK
de Pointe Scientific, preincubado a 37 °C, re-
gistréandose el incremento en laabsorbanciaa
340 nm durante 6 minutos. La actividad fue
expresadaen IU/L que eslacantidad de enzi-
ma gue cataliza la transformacion de 1 pumol
de substrato por minuto.

Paramedir laactividad de LDH, 25 ul de
plasmase agregaron a1l ml del kit deLDH de
Pointe Scientific, preincubado a 37 °C, regis-
tréndose €l incremento en laabsorbanciaa 340
nm durante 6 minutos. La actividad fue ex-
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presadaen IU/L gque eslacantidad de enzima
gue cataliza la transformaciéon de 1umol de
substrato por minuto.

4.2. Liberacién de proteinas musculares

El dafio producido por la miotoxina sobre
el tejido muscular también fue evaluado por
PAGE-SDS. Para esto, el muasculo
gastrocnemius aislado se incub6 en 1 ml de
buffer fisioldgico (NaCl 6,92 g/L, KCI 0,35 ¢/
L, MgSO,0,29 g/L, CaCl, 0,28 g/L, KH_PO,
0,16 g/L, NaHCO,2,1g/L, glucosa2 g/L apH
7,2) bajo aireacion constante con 100 pg de
miotoxina. A diferentes tiempos (0, 10, 30 y
60 min), se tomaron alicuotas de 20 pl dela
solucion, para su andlisis por PAGE-SDS
(Laemmli, 1970). En el experimento control
se procedio de la misma manera, pero sin
miotoxina.

4.3. Efecto histolégico

Tres grupos de 4 ratones albinos de 20 g de
peso cada uno fueron inoculados viai. m. con
0,1 ml de la miotoxina (60 pg) en € musculo
gastrocnemius. Luego de 1, 3y 12 horas, los
animales de cada grupo se sacrificaron, y una
porcién del musculofuefijado englutaraldehido
al 3% por 2 horasy luego tratado con buffer
fosfato 0,1 M pH 7 por 3 horas. Posterior-
mente, el tgjido fue deshidratado en alcohol
etilico (de 30 a100%), y finalmente embebido
en una resina Spurr para hacer cortes de 1
mm de espesor, que fueron tefiidos con azul
detoluidinaa 0,5%. L os dafios fueron obser-
vados a través de un microscopio de luz.

4.4. Efecto de la miotoxina sobre los ni-
veles de calcio

Con lafinalidad de determinar las varia-
cionesenlosnivelesdecalcio del musculo es-
quelético por accion de la miotoxina, grupos
de 4 ratones de 20 g de peso fueron inocula
dosen el musculo gastrocnemiuscon 50l de
miotoxina (5 pg/g de peso deraton). Luego de
2,4y 6 horas, los ratones fueron sacrificados
por dislocacion cervical y una muestra de 60
mg de musculo fue tratado con 2 ml de buffer
Imidazol 10 mM, pH 7,1, conteniendo NaCl



140 mM, KCI 5 mM, digitonina 200 pg/ml y
Antipirilazo 111 0,2mM. Inmediatamente des-
pués de 8 minutos se tomd 1 ml del
sobrenadante y se ley6 la diferencia en la
absorbanciaa710y 790 nm (D 710 - 790 nm)
(Murphy et a., 1980).

Los valores de las diferencias de
absorbancia 710-790 nm, fueron convertidos
anmolesdecalcio, dividiéndolosentreun fac-
tor de calibracién correspondiente a 0,0045
nmoles?. Este factor fue obtenido a partir de
una curva estandar para la determinacion de
calcioconAntipirilazolll.

Lasvariacionesenlosnivelesdecaciotam-
bién se determinaron en el musculo
gastrocnemius aidado. Diferentes preparacio-
nes muscul ares mantenidas en una solucion fi-
siologicasin CaCl,, (NaCl 6,92¢g/L, KCI 0,35 ¢/
L,MgSO,0,29¢g/L,KH,PO, 0,16 g/L, NaHCO,
2,1g/L,glucosa2g/L apH 7,2) y bgjoareacion
congtante, fuerontratadascon 75l demiotoxina
(100 pg) y alas0, 1y 2 horas, € musculo fue
colocado en 2 ml debuffer Imidazol 10 mM, pH
7,1, conteniendo NaCl 140 mM, KCl 5 mM,
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digitonina200 pg/ml y Antipirilazo 111 0,2mM,
paradeterminar losnivelesde calcio de acuerdo
aloanteriormentesefidado (Murphy et ., 1980).

5. Efecto del verapamil en la acciéon de
la miotoxina

Con lafinalidad de evaluar la mediacion
delos receptores de dihidropiridina, en la ac-
cion de la miotoxina, grupos de 4 ratones de
20 g de peso, fueron inyectados en el masculo
gastrocnemius con 50 pl de verapamil (6 pug/
g depeso), y luego de 5 minutos se volvieron
a inyectar con 50 pl de miotoxina (60 pg).
Después de 1 hora, los animales fueron
anestesiados con lafinalidad de obtener plas-
ma sanguineo y medir la actividad de CK y
LDH, de acuerdo alo sefialado anteriormen-
te. Estos resultados se compararon con agque-
Ilos obtenidos en ratones del mismo peso, pero
inyectados sdlo con miotoxina o con buffer.

Asimismo, con lafinalidad de evaluar s €
verapamil era capaz de bloguear € aumento de
calcio producido por lamiotoxina, grupos de 4
ratonesde 20 g fueroninyectadosen e masculo
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Figura 1. Las actividades de CK 'y LDH, en el plasma de ratones, se incrementaron por efecto
de la miotoxina, desde la %2 hora, alcanzando valores maximos luego de 1 h y disminuyendo a
valores casi normales después de 24 h. Los valores son el promedio +D.E. (n=4).
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Figura 2. Evaluacion por PAGE-SDS de la li-
beracion de proteinas musculares por efecto
de la miotoxina (MTX). En la parte superior se
muestra la liberacion de diversas proteinas
musculares, a diferentes tiempos como con-
secuencia del dafio producido por la miotoxina
sobre el sarcolema, mientras que en la parte
inferior se muestra la liberacién de proteinas
musculares en el ensayo control.

gastrocnemius con 50 I de verapamil (6 po/g
de peso), y luego de 5 minutos se volvieron a
inyectar con 50 ul de miotoxina (60 pg). Des-
pués de 4 horas, los animales fueron sacrifica
dosparamedir losnivelesdecalciointramuscular
con antipirilazo 111 (Murphy et d., 1980). Los
resultados se compararon con agquellosde con-
troles adecuados, en los que sblo se inyectd
miotoxinao buffer.

Resultados

1. Liberacion de creatina kinasay lactato
deshidrogenasa

Laevaluacion de los niveles de CK en el
plasma de ratones tratados con miotoxina,
mostraron valores elevados de esta actividad
desde la 1/2 hora, alcanzando una actividad
maximade 2509,3 |U/L luego de 1 hora. Este
valor en comparacién al delos controles, que
esde 181 1U/L, representaun aumento decasi
14 veces. Igualmente los niveles de LDH en
€l plasma de ratones tratados con miotoxina,
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también se elevaron desde la 1/2 hora, alcan-
zando una actividad maxima de 649,3 1U/L
luego de 1 hora. Enloscontroles, laactividad
de LDH mostré un valor promedio de 141,7
IU/L (Fig. 1).

2. Liberacion de proteinas musculares

Laeva uacion por PAGE-SDS, dd dafio pro-
ducido por lamiotoxinasobreel misculo aida
do, demostré que lamiotoxinaes capaz de pro-
vocar la liberacion de una serie de proteinas
muscularesa medio deincubacion. Este efecto
es rgpido ya que se hace evidente desde los 10
minutos de accion delamiotoxina(Fig. 2).

3 Efecto histoldgico

L os resultados de la accion miotoxica so-
bre el musculo gastrocnemius de ratébn mos-
traron que lamiotoxina produce desde la pri-
mera hora de accion hipercontraccion de al-
gunas fibras musculares (Fig. 3) y la apari-
cionde“lesiones“delta’. Luego de 3 horas, la
desorganizacién de las fibras musculares au-
menta, y alas 12 horas, lamionecrosisescom-
pletade acuerdo alo yadescrito por Pantigoso
et al. (2001).

4. Variacion en los niveles de calcio

Al evaluar los niveles de calcio
intramuscular en los ratones inyectados con
la miotoxina, se encontré un valor de 24,6
nmoles de Ca**, dos horas después de la in-
yeccion, a canzandose un valor maximo de 33,3

Figura 3. Observacion de la hipercontraccién
de las fibras musculares producida por la
miotoxina, durante la primera hora de accion.
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Figura 4. Variacion de los niveles de calcio.
La miotoxina produjo “in vivo”, un aumento del
calcio citosolico muscular. Los valores repre-
sentan el promedio D.E. (n = 4).

nmolesalas4 horas, el cual representael tri-
ple delos niveles de Ca**, encontrados en los
controles (Fig. 4).

Losresultadosdelosensayos“invitro”, a
incubar la miotoxina con el musculo aislado
en solucién fisioldgica sin calcio, mostraron
también un aumento de la concentracién de
Ca' citosdlico. Asi, luego de 2 horas, se cal-
cularon 46,6 nmoles de Ca™* en el musculo
tratado con miotoxina, mientrasqueen el con-
trol respectivo se determinaron 16,8 nmoles
de Ca™ (Fig. 5).

5. Efecto del verapamil

Los resultados de estos ensayos mostraron
gue e verapamil no afecto la capacidad de la
miotoxinaparaocasionar laliberacion deCK y
LDH (Fig. 6), ni su capacidad paraincrementar
el nivel decalciocitosdlico (Fig. 7).
Discusion

Respecto a modo de accion delamiotoxina
del veneno de B. brazli, losresultados sugie-

ren que la proteina actlia probablemente a ni-
vel de lamembrana del masculo esguel ético
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provocando su desorganizacion, lo cual seevi-
denciapor lafugadevariasmol éculasproteicas
como las enzimas CK y LDH. Laliberacion
de estas proteinas es répida, ya que desde la
media hora los niveles de estas enzimas se
elevan considerablemente, indicando que la
miotoxinainduce rapidamente lesiones en la
membrana, |o suficientemente grandes como
para permitir el escape de CK y LDH.

La observacion al microscopio, de ciertas
lesiones producidas durante la primera hora
de accion delamiotoxina, como por ejemplo
las“lesionesdelta’, las cuales son lesionesen
forma de cufia que representan areas de de-
generacion local donde lamembranahasido
dafada, también corroboran este aspecto
(Mokri and Engel, 1975).

Particularmente, losresultadosindican que
lamiotoxinageneraunaliberacion méximade
CK y LDH luego de 1 h de accion, lo cual
representaun tiempo menor a encontrado con
lamiotoxinal de B. asper, lamiotoxinall de
B. moojeni y la miotoxina de B. atrox, las
cuales provocan laliberacion maximade CK
recién a las 3 horas (Gutiérrez et al., 1984,
Lomonte et al., 1990). Sin embargo, a igua
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Figura 5. Variaciones de Ca++ “in vitro”. La
miotoxina produjo un incremento en los nive-
les de calcio, del masculo aislado, en relacién
al musculo sin tratamiento. Los valores indi-
can el promedio £D.E. (n=4).
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Figura 6. El verapamil no afecto la liberacién de CK y LDH producida por la miotoxina (n = 4).

que todas las miotoxinas botropicas estudia-
das, los niveles de CK alcanzan valores cas
normales|uego de 24 h.

Por otro lado, € andlisis por PAGE-SDS,
de las proteinas liberadas del musculo
gastrocnemius, luego de su incubacion con
miotoxina, evidencian que ademés de CK y
L DH, muchas otras proteinas muscul ares tam-
bién seliberan al medio, lo cual denotael dafo
producido por lamiotoxinaanivel del sarcolema
con la consecuente pérdida de moléculas
proteicas. Asimismo este dafio es muy rapido

nmoles de calcio
=
(o]
T

y dependiente del tiempo, yaquelaliberacion
de proteinas se observadesdelos 10 miny se
incrementa a mayores tiempos. Sin embargo,
el lugar de unidn ala membrana muscular de
todas|as miotoxinas de venenos de serpientes
permanece aln sin ser conocido, aungue se
reconaoce que pueden estar involucrados de-
terminados componentes de la membrana de
lacélulamuscular que determinarian laespe-
cificidad de union al sarcolemay lafalta de
accion sobre otras membranas celulares como,
por gjemplo, la de glébulos rojos, lo cual ha
sido verificado también con lamiotoxinade B.

Control MTX

Verapamil Verapamil, MTX

Figura 7. El incremento de calcio citosoélico, producido por la miotoxina, no fue atenuado por el

verapamil.
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brazili (Pantigoso et a., 2001). Por otro lado
la falta de actividad de fosfolipasa de la
miotoxinaestudiada, corroborael concepto de
gue el dafio en la fibra muscular, no es atra-
vés de la hidrdlisis directa de fosfolipidos de
membrana (Gutiérrez et al., 1989).

Un aspecto interesante que se ha hallado
en estetrabgjo, esel hecho de quelamiotoxina
es capaz de incrementar tanto in vivo como
in vitro, los niveles de calcio citosdlico de la
fibramuscular.

Para esto, tal como se describié en Mate-
rial y Métodos, el musculo fue tratado con
digitoninaafin de permeabilizar el sarcolema
delasfibrasmuscularesy permitir quelosiones
Ca™ sean liberados para su deteccion con
Antipirilazo I11. Con este tratamiento, €l cal-
cio liberado y detectado es basicamente
citosdlico. De este modo, se haencontrado in
Vivo, que la miotoxina es capaz de incremen-
tar progresivamentelosnivelesde Ca™, hasta
triplicar, luego de 4 h, los valores de | os con-
troles. Los ensayos in vitro igualmente per-
miten evidenciar que el Ca™ se incrementa
hasta casi 3 veces, luego de 2 horas, con rela
cién alos controles. Este aumento de calcio
sarcoplasmético, producido por lamiotoxina,
es importante inicialmente, porque permite
explicar la hipercontraccion observadaen las
fibras musculares durante la primera hora de
accion.

Sin embargo, el incremento del Ca**
citosdlico, plantea unainterrogante adicional
en relacion ala manera en que la miotoxina
produce este aumento. Al respecto, es nece-
sario precisar que lafibramuscular en reposo
contiene aproximadamente 0,2 uM de Ca™ li-
bre en el citosol, pero cuando entra en activi-
dad, por ejemplo durante la contraccion, este
valor seelevaconsiderablemente. Paralograr
esto, la fibra muscular dispone de reservas
internas de Ca** almacenadas en el lumen del
reticul o sarcoplasmético que pueden ser utili-
zadas via canales de calcio que se ubican en
lamembranade estereticulo y que son de dos
tipos: losreceptoresderyanodiney losrecep-
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toresdeinositol trifosfato (1P,). En particular,
los receptores de 1P, operan cuando a nivel
de la membrana celular, se activa una
fosfolipasa ¢ que al actuar sobre el fosfatidil
1,4 bi fosfato, generalP,, el cual seuneasus
receptores del reticulo sarcoplasmatico pro-
vocando la liberacion de calcio. Otra fuente
decalcio, lo congtituye el Cat* extracelular que
puede ingresar alafibramuscular atravésde
otro tipo de canales ubicados en lostdbulos T
y que se denominan receptores de
dihidropiridina.

Por otro lado, una bomba de calcio (Ca™-
ATPasa) ubicada en lamembranadel reticulo
sarcoplasmético, se encarga de volver a se-
cuestrar losiones Ca™ en el lumen del reticu-
lo sarcoplasmético, y retornar la concentra-
cion del calcio citosdlico avalores normales.

De acuerdo a lo anteriormente sefialado,
el aumento de Ca™ producido por lamiotoxina,
luego de su interaccion con el sarcolema, po-
dria deberse a una activacion de los recepto-
res de dihidropiridina o de |os receptores de
IP,, viaactivacion de fosfolipasa c. La alter-
nativade que, in vivo, lamiotoxina pueda ac-
tivar directamente a los receptores de
ryanodine o inactivar alabomba de Ca** (lo
que también explicaria e aumento de Ca™),
€s un aspecto que actualmente no es acepta-
do, ya que para gque esto ocurra, la miotoxina
deberiaser previamenteinternalizadaen lafi-
bramuscular, lo cual hastalafechano haen-
contrado apoyo experimental.

Pues bien, los ensayos realizados in vivo
empleando verapamil, e cua esun blogqueador
delosreceptores dedihidropiridina, muestran
gue la capacidad de la miotoxina para elevar
el Ca'* citosdlico y ocasionar laliberacién de
CK'y LDH, permanecen inaterables, lo cua
indicariaquelaelevacion decalcio, producido
por la miotoxina, no es a través de estos re-
ceptores. Ademaés, |os ensayos realizados in
vitro, refuerzan tambiénlaimposibilidad de que
€l aumento de calcio se deba a ingreso de
calcio externo, ya que en estos ensayos €l
medio de incubacion que se empled carecia
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declorurodecalcio. Por lo tanto, resultaclaro
gue la miotoxina no incrementa el Ca**
citosolico a través de los receptores de
dihidropiridina.

Laposibilidad de que € aumento de Ca**
se deba a una activacion de la fosfolipasa c
de membrana, luego de la union de la
miotoxina, tal como hasido propuesto paralas
cardiotoxinas (Fletcher and Jiang, 1993), es
un aspecto para €l que, desafortunadamente,
no tenemos ningunaevidenciaexperimental .

Sin embargo, la elevacién del calcio tam-
bién podria ser una consecuencia mas gene-
ral del dafio en la integridad del sarcolema,
producida por la miotoxina, tal como hasido
demostrado con algunas sustancias, que al al-
terar laintegridad delamembranaplasmética,
ocasionan un aumento del Ca'* citosolico (Mo-
renaand Kinneb, 1998).

Deestemodo, luego del dafio del sarcolema
producido por lamiotoxina, el aumento del cal-
cio enlacélulamuscular seriaun aspecto par-
ticularmente importante ya que explicariano
solo |a hipercontraccion observada, sino ade-
mas podria conducir a la activacién de
fosfolipasasy proteasas endégenas dependien-
tes de calcio, que producirian finalmente la
degeneracion'y mionecrosis.

En general ha sido propuesto que un incre-
mento del calcio citosdlico esun paso critico de
lamuerte celular en unaampliavariedad decon-
dicionespatoldgicas(Trumpeta., 1982).
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