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Abstract: The venoms of Latrodectus sp. have been reported to induce contraction probably mediated by adren-
ergic and cholinergic transmitters. We have demonstrated that the venom of Chilean Latrodectus mactans con-
tains neurotoxins that induce a contraction partially independent of transmitters release. Transmembrane mobil-
ity of Na+ and Ca?* ions and more specifically, the increase of cytoplasmic calcium concentration are responsi-
ble for tonic contraction in smooth muscle. Calcium may enter the cell by several ways, such as the voltage-
dependent Ce?* L-type channels and the Na*/Ca?* exchanger. This study aimed to examine the participation of
this exchanger in the tonic contraction of smooth muscle in vas deferent of rat induced by the venom of the
Chilean spider L. mactans. Blockers of Na* channels (amiloride) and Ca2* L-type channels (nifedipine), and a
stimulator of the exchanger (modified Tyrode, Na* 80 mM) were used. Simultaneously, variations of the cyto-
plasmic concentration of Ca2* were registered by microfluorimetry (Fura-2 indicator) in the presence of nifedip-
ine. In presence of amiloride, dose-dependent inhibition of venom-induced contraction was observed, suggest-
ing the participation of voltage-dependent Ca?* L-type channels. The contraction was only partially inhibited by
nifedipine and the Ca?* cytoplasmic concentration increased, as assessed by the microfluorimetric registration.
Finally, the venom-induced contraction increased in the presence of modified Tyrode, probably due to the action
of the Na*/Ca?* exchanger. Taken together, our results support the idea that the Na*/Ca?* exchanger is active and
may be, at least in part, responsible for the contraction induced by the venom of Chilean L. mactans.

Key words: Latrodectus mactans, spider venom, smooth muscle, calcium channels, sodium /calcium exchanger.

La arafia Latrodectus mactans de Chile
(Zapfe 1959), perteneciente a género Latro-
dectus Walckenaer, 1805 mundialmente distri-
buido, conocida como “arafiadel trigo” o “viu-
danegra’, habita en diversas regiones del pais.
Su mordedura a humanos genera un efecto sis-
témico conocido como “latrodectismo” o
“aracnoidismo sistémico”, causando en algu-
nos casos la muerte en adultos o nifios (Sche-
rone et al. 1957, Scherone 1966).

En Chile, se ha demostrado que el veneno
de la arafia L. mactans chilena, recolectada en
lasregiones VIl y IX, induce un efecto ténico
sostenido en tegjido muscular cardiaco y liso
(Romero et al. 2000). En e musculo liso, €
mecanismo de la contraccion se relaciona, en-

tre otros, con lapermeabilidad delosiones Na*
y Ca?*, que son moduladores de esta respuesta
(Nouailhetas et al. 1985) con un componente
répido, fasico, y luego uno maslento y sosteni-
do, ténico (Van Breemen et al. 1979, Bolton
1979, Aboulafia et al. 1987, Shimuta et al.
1990). Asi mismo, siendo muy pequefios los
depositos intracelulares de Ca?*, la respuesta
contréctil seria dependiente de su entrada desde
el medio externo. Entre |los mecanismos quein-
tervienen en la regulacion de la concentracion
de Ca?* intracelular, los estudios de Sitrin y
Bohr (1971) demostraron laimportancia del in-
tercambiador Na*/Ca*, postulado por Reuter y
Seitz (1968). Nouailhetas et al. (1985) observa
ron que, al inicio de la fase ténica, el descenso
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de la concentracion de Na* externo produce la
aparicion temprana del efecto méximo tonico,
€l cual se explicaria por un aumento de la acti-
vacion del intercambiador Na*/Ca?* inducida
por el gradiente de concentracién de sodio in-
tra-extracelular. Recientes estudios acerca del
intercambiador Na*/Ca?* han llevado a postu-
lar que este tipo de intercambiador posee una
participacion més relevante en la determina-
cion de las concentraciones de Ca?* intracelu-
lar que lo anteriormente propuesto (Iwamoto et
al. 1992, Kim et al. 1999, Hisamitsu et al.
2001, Kreev et al. 2001, Schweda et al. 2001).

Por otra parte, diversos bloqueadores han
sido utilizados en el estudio de estas corrientes
ionicas. Entre ellos el amiloride, € cual gerce
una inhibicion competitiva que afecta la res-
puesta contractil de la arteria cauda de rata,
causando un blogueo de corrientes de Na* de
modo reversible en contracciones inducidas
por receptores a-1-adrenoceptores (Sharma et
al. 1988). El mismo bloqueador, en misculo li-
so de Taenia de cuy, induce relgjacion afectan-
do larespuesta contractil generada por aumen-
to de concentracion de K* en el medio externo
(45.4 mM) o por el agonista adrenérgico Car-
bacol (10 pM) (Ozaki et al. 1987). Amiloride
afectariaademés, en diverso grado, aintercam-
biadores como Na*/H* y Na*/Ca?* (Blausteiny
Lederer 1999). Otro bloqueador utilizado esla
nifedipina, reconocida por su efecto sobre ca-
nales lentos de Ca?* en terminales nerviosas de
musculo estriado (Nayler 1988). Sugiuray Ko
(1997) demostraron que nifedipina es un po-
tente inhibidor de la actividad de canales de
calcio presindpticos en preparaciones mioneu-
rales de rana, congjo y de diafragma de rata,
entre otros. En musculo liso, la molécula blo-
guea la respuesta de excitacion y contraccion,
por reduccion de potencia en fibras muscula-
res de pelvisrenal de cuy (Takano et al. 2000),
disminuyendo la concentracion de Ca?* cito-
plasmética, como fuera demostrado por Hashi-
tani et al. (2001) en musculo liso de vejiga del
mismo animal.

Los estudios de contractilidad realizados
por nuestro equipo en conducto deferente de
rata, han demostrado que el efecto inducido

por el veneno de laarafia L. mactans chilenaes
parcialmente independiente de mediadores
adrenérgicos y colinérgicos (Romero et al.
2000). Lo anterior, abre interrogantes acerca
del mecanismo de accién de las toxinas sobre
musculo liso, més aln, considerando que se
han identificado receptores dependientes e in-
dependientes de calcio, para las neurotoxinas
de la especie euroasiética de Latrodectus (es-
peciamente estudiada hasido laafa-latrotoxi-
na, a-LTX) (Uschkaryov et al. 1992, Krasno-
perov et al. 1996). El objetivo de este trabajo
es andlizar la posible participacion del inter-
cambiador Na'/Ca?* en la respuesta contréactil
ténica inducida por veneno de L. mactans de
Chile en lamusculatura lisa de conducto defe-
rente de rata, mediante el uso de bloqueadores
de canales iGnicos y la medicién de la varia-
¢ion de calcio citoplasmatico asociada al desa-
rrollo de tensién.

MATERIALESY METODOS

Capturade arafias. Lacaptura de arafias
hembras adultas de L. mactans de Chile serea-
liz6 en los meses de verano (diciembre 2000 y
enero 2001) en zonas del Alto Bio Bio, en la
VIII Region (72°16'51" W, 7°45'24" S), esen-
cialmente de acuerdo con lo descrito por Ro-
mero et al. (2000). Los especimenes, en fras-
cos individuales, fueron dejados en ayuno por
30 dias, mantenidos con agua, para estimular
la produccion y concentracion del veneno en
las glandulas. Nuestro equipo ha recolectado
arafas en la zona mencionada los tres Ultimos
afos, cuidando de no retirar ootecas.

Obtencion de veneno: Las arafias fueron
sumergidas en nitrégeno liquido y luego de 1
min trasladadas a una solucién de tampén fos-
fato salino (PBS: NaH,PO, 0,1 M, Na,HPO,
0,01 M, NaCl 1,35 M), pH 7.4, a4°C. Sereti-
raron los queliceros, seccionando la membra-
na que los adhiere a su base. Cada quelicero
con su glandula de veneno, se deposité en un
tubo con el tampdén mencionado (25 pares de
glandulas por 100 ul de PBS), siendo homoge-
neizados e inmediatamente centrifugados a
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1060 g por 15 min. El sobrenadante alicuota-
do, denominado veneno total (VT), se congeld
de inmediato a -20°C, hasta su utilizacion. Pa-
ra medir el contenido protéico de VT, se utili-
z0 latécnica de Bradford (1976) con leves mo-
dificaciones (BioRad Protein Assay).

Registro de contraccién isométrica de
musculo liso: Los segmentos de tegjido que se
utilizaron en los ensayos experimentales se ob-
tuvieron de ratas Wistar machos, de un peso
aproximado de 250 g sacrificadas por decapi-
tacion, alas cuales se les removi6 rapidamente
los conductos deferentes (fraccion epididimal).
L os segmentos (3 cm) fueron colocados en cé-
mara de 6rgano aislado termorregulado de 6 ml
en solucion Tyrode a 30°C, conteniendo (con-
centracion en mM): NaCl 137, KCI 5.4, CaCl,
2.7,MgCl, 0.5 NaHCO, 11.9, NaH,PO, 0.45y
glucosa 5.55, a pH 7.4, oxigenando con una
mezcla de 95% O, y 5% CO, Los registros de
actividad contractil serealizaron através de un
transductor de tension UFI modelo 1040 y un
fisiopoligrafo Gilson Modelo ICM-5. La pre-
paracion se instalé con una tensién de reposo
basal de 1 g. Luego de un periodo de estabili-
zacion de 60 min, se realizo el registro en las
diferentes condiciones experimentales.

Series experimentales: Para la determi-
nacion de la respuesta maxima contractil (con-
trol) se usd BaCl, 0.01 M. Posteriormente, se
lavd y estabilizd por 30 min en Tyrode. A con-
tinuacion se registré la tensién inducida con
dosismaximade VT (84 pg/ml).

Las soluciones experimentales fueron uti-
lizadas en las siguientes concentraciones fina-
les: bloqueador de canal lento de Na", amiloride
(Sigma), 0.2, 0.02 y 0.002 uM; bloqueador de
canal tipo L de C&*, nifedipina (Sigma),
0.5 uM; solucion activadora del intercambiador
Na'/Ca2*, Tyrode conteniendo Na+* 80 mM.

Los resultados fueron analizados estadisti-
camente (pruebat) con significancia p<0.05 y
se graficaron con el software GraphPad
Prim.3_V.3.02.

Registro simultaneo de la variacion del
calcio citoplasmatico y tensiéon muscular: El
registro de la variacion de concentracion de
Ca?* citoplasmético se realiz6 mediante el mé-

todo de microfluorimetria, esencialmente de
acuerdo con Ferreira et al. (2000). Utilizando
Fura-2 1 uM como indicador, y bajo espectro de
excitacion alternada 340/380 nm, la fluorescen-
cia (505 nm) se detectd en un espectrofluorome-
tro Fluoro-Max 2. Para € registro de tension
muscular se utiliz6 e sistema de microcdmara
con agitador descrito por los mismos autores.

RESULTADOS

Respuestas contractiles a VT y a Ba?*:
En condiciones de tension basal producida por
cargade 1 g en la preparacion de conducto de-
ferente de rata (n=9), BaCl, (0.01 M) indujo
una respuesta control de contraccion hifasica,
en tanto que VT (84 pg/ml) generd una res-
puesta tonica sostenida en presencia de la con-
centracion maximade veneno (Fig. 1), equiva-
lente ala generada por BaCl.,.

Inhibicion de la respuesta a VT al
preincubar con amiloride: La respuesta con-
tréctil tonica maxima de conducto deferente de
rata (n=9), inducida por VT, sufre diferentes
porcentajes de inhibicién cuando la prepara
cion es preincubada con amiloride (0.002,
0.02,y 0.2 uM), que es el bloqueador del canal
lento de Na*. En el Cuadro 1 se observaque €l
porcentaje de bloqueo es dependiente de la
concentracion de amiloride (pruebat, p<0.05).
En la Fig. 2 se muestran registros tipicos, co-
rrespondientes a un mismo protocolo.

Respuesta a VT en presencia de nifepi-
dina: La nifedipina (500 nM), blogueador es-
pecifico de canales de Ca* tipo L, no aterala
respuesta contractil ténica basal inducida por
VT (47 pug/ml) (n=9). En la Fig. 3, se observa
que € VT induce efecto de respuesta tonica
aln en presencia del blogueador.

Aumento de la concentracion de Ca?*
citoplasmatico en presencia de nifepidina:
Los resultados de la determinacién microfluo-
rimétrica de Ca2* en presencia de nifedipinay
VT se observan en laFig. 3b. El perfil de sen-
sibilidad de calcio libre citoplasmético dismi-
nuye en presencia de nifedipina, y luego esin-
crementado a adicionar VT.
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Fig. 1. Registro tipico de contraccion de conducto deferen-
te en presencia de BaCl, (10mM) y VT (veneno total,
84 ug/ml). Latension basal se obtiene con la carga de 1g.
Lacalibracion es de 0.22 g/cm de tension vs. velocidad de
registro 1 min/cm.

Fig. 1. Typica record of vas deferent contraction in the
presence of BaCl, (10 mM) and VT (total venom,
84 ug/ml).

0.22 g/cm
il

1 min/cm ,'ll
J

|

AMILORIDE
0.002 uM

B) /‘_'_‘_,__.-—
ll

AMILORIDE
0.02 M

A)

®)

l !

AMILORIDE
0.2 uM

Fig. 2. Registro del blogueo de larespuesta contractil toni-
ca de conducto deferente inducida por VT, cuando es
preincubada con amiloride 20.002 pM(A), 0.02 uM (B), y
0.2 uM (C). Lacalibracién es de 0.22 g/cm de tension vs.
velocidad de registro 1 min/cm.

Fig. 2. Blockade by amiloride 0.002 uM(A), 0.02u M (B),
y 0.2 uM (C) of the VT-induced tonic contraction (Ten-
sion: 0.22 g/cm; recording speed: 1 min/cm).

CUADRO 1
Aumento de tension méxima en presencia de amiloride

TABLE 1
Increase in maximum tension in the presence of amiloride

Concentracion de Inhibicién

amiloride (UM) de latension*
0.002 26.0+ 8.7 **
0.02 35.6+9.6 **
0.2 48.1+89**

* En porcentaje de disminucion de la tension desarro-
|lada por €l control.
**  (n=9, p<0.05).

Aumento de la tensién en presencia de
una disminucién de [Na+] extracelular: La
disminucion de la concentracion total de Na*
extracelular, de 149 a 80 mM, induce un au-
mento de la contraccion tonica maxima desa-
rrollada como respuesta a la aplicacién de VT
84 ug/ml. EnlaFig. 4 se observaun registro ti-
pico temporal de tensién transitorio. El incre-
mento es de un 30.7 = 6.7 % en la tension
(n=6), en relacion con la respuesta control
(pruebat, p<0.05) a adicionar VT 84 pg/ml.

DISCUSION

Confirmando hallazgos anteriores (Rome-
ro et al. 2000), observamos que las toxinas
contenidas en el veneno de arafias L. mactans
de Chile inducen una respuesta contractil téni-
casobre musculo liso de conducto deferente de
rata. Los estudios de Grider et al. 1988 demos-
traron que larespuesta tonicaen el misculo li-
S0 es dependiente de laentrada de Ca2* alacé
lulg, debido al tamarfio reducido de los depési-
tos intracelulares del ion. Por su parte, Klock-
ner (1996) demostro, en células aisladas de ar-
teria coronaria de cuy, que larespuesta a Ba?*,
al usar este ion el mismo cana que el Ca?*,
puede ser usada como control de respuesta té-
nica maxima. Por |o anterior, la respuesta ma-
Xima observada en presenciade VT en el con-
ducto deferente, podria estar relacionada con
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Fig. 3. Registro simultaneo de tensiéon y variacion de la
concentracion citoplasmética de Ca?*. (a) Respuesta de
tension de conducto deferente de rata a nifedipina (NF =
500 nM) y su accién en presenciade VT. (b) Variacion de
la concentracion de Ca?* citoplasmético medida por mi-
crofluorimetria (indicador 1uM de Fura-2), bajo el espec-
tro de excitacién, razon 340/380 nm en presencia de nife-
dipinay VT.

Fig. 3. Simultaneous registration of tension and Ca2* cyto-
plasmic concentration. (a) Vas deferent response to nifedi-
pine (NF = 500 nM) and his action in the presence of VT
(47 pg/ml). (b) Microfluorimetry (indicator Fura-2, 1uM)
record of Ca?* cytoplasmic concentration in the presence
of nifedipineand VT.

lamovilizacion de calcio desde el medio extra-
celular, ya que es comparable en magnitud de
tensién a la desarrollada cuando €l tejido esta
en presencia solo de bario (Fig. 1).

Por otra parte, la presencia de amiloride,
el cual bloquea los canales de Na* y también
diversos intercambiadores, induce sobre el re-
gistro tempora de contraccién del conducto
deferente una reduccion de la amplitud de ten-
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Fig. 4. Registro tipico de incremento transitorio (30,7 *
6.7%) en la contraccion tonica méximadel conducto defe-
rente de rata en respuestaa VT, a reducir la concentracion
de Na* del medio de 149 a 80 nM. La calibracion es de
0.22 g/cm de tension vs. velocidad de registro 1 min/cm.

Fig. 4. Typical record of transient increase (30.7 + 6.7 %)
in tonic contraction of vas deferent while reducing exter-
nal Na* concentration from 149 to 80 nM (Tension: 0.22
glcm; recording speed: 1 min/cm).

sién de modo dependiente de la concentracién
(Fig. 2), lo que confirma que al atenuar la ex-
citabilidad se altera la conductancia i6nica de
Ca?* y se reduce el tono muscular, como fuera
demostrado por Pitt y Knox (1996) en fibras
musculares lisas de traguea humana. Nuestros
resultados permiten sugerir que el bloqueo de
lacorriente de Na" compromete la respuestade
excitabilidad de la fibras musculares lisas del
conducto deferente, afectando € ingreso de
Ca?* através de los canales voltaje dependien-
testipo L. Sin embargo, parte del efecto obser-
vado podria deberse a que el sitio de intercam-
bio Na*/Ca?* de las células musculares lisas
del conducto deferente de rata, se viera afecta
do en su funcionamiento.

Dado que €l resultado obtenido con amilo-
ride permite postular que la contraccién indu-
cida por VT es, en gran parte, dependiente de
Ca?* externo ligado a corriente de canales de
Ca?* tipo L, se usd nifedipina (bloqueador de
este tipo de canales), para realizar un registro
simultaneo de variacion de Ca?* citoplasmati-
co, obtenido por microfluorimetria, y de con-
traccion isométrica. De modo paraddjico, ob-
servamos que VT, aln en presencia de nifedi-
pina, produce aumento de la tension isométrica
y aumento de la concentracion de Ca2* en € ci-
toplasma (Fig. 3). ES necesario comentar que,
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antesde laaplicaciéon de VT, durante el bloqueo
con nifedipina, existe un paulatino aumento de
la concentracion de Ca?* citoplasmético que no
alcanza a generar tension (Fig. 3b), € cud pro-
bablemente se debe a ingreso por difusiéon. Es-
tos resultados implican que e aumento de
[Ca2*] citoplasmético producto de la accidn de
VT esta dependiendo de mecanismos distintos
al del ingreso via canalestipo L, entre los cua-
les podria estar el intercambiador Na*/Ca?*.

Por otra parte, Nouailhetas et al. (1985),
en ileon de cuy, demostraron que el intercam-
biador Na*/Ca?* es sensible a una reduccion de
la concentracion de Na" extracelular, activan-
dose e induciendo una respuesta ténica soste-
nida. También Pitt y Knox (1996) relacionaron
la activacion del intercambiador Na*/Ca?* con
€l desarrollo de tono muscular liso. Para verifi-
car si €l intercambiador Na*/Ca2* operacorrec-
tamente durante la induccion de contraccion
por VT, redujimos la concentracion del Na* ex-
tracelular. Los resultados (Fig. 4) muestran que
se desarrolla una tension adiciond transitoria
(30.7 £ 6.7%) debida a estimulo del intercam-
biador, €l cual, por lo tanto, no estaria siendo
afectado por VT.

Estas evidencias, en conjunto, permiten
postular que, entre otros posibles mecanismos
de accion del veneno que contribuyan a elevar
la concentracion de Ca?* intracelular, el inter-
cambiador Na'/Ca?* puede tener una participa-
cién activa en la tension tonica méxima obser-
vada en las fibras longitudinales del conducto
deferente de rata en presencia de veneno de la
arafa L. mactans de Chile.
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RESUMEN

El veneno de arafias del género Latrodectus induce
contraccion de musculo liso de mamiferos, postulandose
como posible mecanismo la liberacién de mediadores adre-
nérgicos y colinérgicos. El veneno de Latrodectus mactans
de Chile contiene neurotoxinas que inducen actividad con-
tréctil en masculo liso en forma parciamente independien-
te de actividades adrenérgicas y colinérgicas, lo que deja
abiertas interrogantes sobre € mecanismo de accién del ve-
neno. La respuesta ténica en masculo liso depende de la
movilidad delosiones sodio (Na) y calcio (Ca2") y, méses-
pecificamente, de la concentracion de Ca2* citoplasmético.
Una de las vias de ingreso del calcio a musculo liso, ade-
més de los canalestipo L de Ca?*, es el intercambiador Na-
*/Ca?*. En el presente trabajo se estudia la posible participa-
cion de este intercambiador en la respuesta ténica inducida
por el veneno sobre musculo liso del conducto deferente de
rata, en un modelo de érgano aislado. Utilizando bloquea-
dores de canales de Na* (amiloride) y Ce2* (nifediping) y
una solucion estimuladora del intercambiador (Tyrode po-
bre en sodio), se realizaron registros de tension isométrica
inducida por el veneno. Simultaneamente a uso de nifedi-
pina, se registraron las variaciones de la[Ca?"] citoplasmé-
tica mediante microfluorimetria. Se observé que la inhibi-
cion de la contraccion en presencia de amiloride depende de
su concentracion, mostrando una participacion de los cana-
les de Ca?* dependientes de voltgje en la contraccion. En
presenciade nifedipina, lacontraccion inducida por € vene-
no slo fue parciamente inhibida, y la microfluorimetria
mostré un aumento de la concentracion de Ce?* citoplasmé-
tico en presencia del bloqueador, 1o que indica una partici-
pacion de otros mecanismos para el ingreso de Ca2* alacé-
lula. Por ltimo, a disminuir la concentracion de Na*" extra-
celular se estimulé la contraccion ténica en un 30.7%, atri-
buible, al menos en parte, a intercambiador Na'/Ce?*. Es-
tos resultados permiten proponer que el intercambiador Na-
*/Ca?* se encuentra activo durante la contraccion tonicain-
ducida por € veneno de L. mactans de Chile y podria ser
uno de los responsables del desarrollo de tension.
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