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Resumen: Se observaron los cambios en el potencial de accién del axén gigante de
calamar a partir de diferentes dosis de tetrodotoxina utilizando el programa de
simulacion de experimentos virtual Nerve. Se replicaron resultados obtenidos en
investigaciones previas en el modelo axén gigante de calamar. Se obtuvo evidencia
acerca de las dosis efectivas de la tetrodotoxina en el axén del calamar gigante. Los
resultados indican que las afectaciones derivadas de la presencia extracelular de
tetrodotoxina se ven reflejadas los graficos de los resultados, por el efecto retardado de

los potenciales de accion en el tiempo dependiendo de la dosis administrada.

Palabras clave: zombies, canales de sodio, neurotoxina, téutidos, moluscos

cefalopodos

Abstract: Changes in the action potential of the squid giant axon were observed from
different doses of tetrodotoxin using the virtual experiment simulation program Nerve.
Results obtained in previous research were replicated in the squid giant axon model.
Evidence was obtained about the effective doses of tetrodotoxin in the axon of the giant
squid. The results indicate that the effects derived from the extracellular presence of
tetrodotoxin are reflected in the graphs of the results, due to the delayed effect of the

action potentials over time depending on the dose administered.
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Introduccion

Gran parte del interés por la tetrodotoxina (TTX) surge a partir de las investigaciones
gue realizé Wade Davis en Haiti en la década de 1980. Davis (1983) se baso en los casos
de zombificacién que estaban ocurriendo en este lugar, por lo que recolecté 8 muestras
del polvo zombie en los cuales se encontré pequefas cantidades de TTX (Booth, 1988;
Inglis, 2010). Davis propone que la substancia responsable del fendmeno zombie es la
TTX, teoria que generd controversia en la comunidad cientifica en los afios 80 del siglo
XX y varias publicaciones tuvieron el objetivo de contrarrestar la propuesta de Davis
(Anderson, 1988; Benedek & Rivier, 1989).

La tetrodotoxina es una neurotoxina potente que se encuentra en los 6rganos de
multiples especies marinas y algunas especies terrestres; especialmente en el higado,
los ovarios y la piel (Ban et al., 2014). Varios ensayos han demostrado que la TTX y sus
sustancias analogas en especies marinas son producidos por una multitud de especies
bacterianas relacionadas a ciertos huéspedes, como Vibrio, Bacillus, Aeromonas,
Shewanella, Alteromonas y Pseudomonas, que habitan naturalmente en el intestino de

los animales (Ban et al., 2014; Pratheepa et al., 2016).

En Japdn existe un platillo costoso llamado Fugu (pez globo) lo preparan chefs expertos
certificados en el manejo del peligroso pez. Los comensales que consumen este platillo
indican que lo hacen por las sensaciones de adormecimiento que produce su ingesta.
Por otro lado, se indica que el comer este tipo de animales que contienen la TTX puede
producir consecuencias graves ya que el téxico afecta a la transmision nerviosa y la

contraccion muscular (Field-Cortazares, Calderon-Campos & Seijo, 2009).

La TTX aislada es un farmaco que ha servido para conocer que sucede cuando no entran
las substancias requeridas para que la neurona responda, en experimentos de
laboratorio a nivel de las neuronas. La neurona estd compuesta de tres partes: cuerpo
celular o soma, axén y dendritas. El axon se encarga de la transmision del impulso

eléctrico (o de transmitir los mensajes entre las neuronas del cerebro).

Al administrar TTX se observa su capacidad de bloquear los canales de sodio de los
axones de los calamares (Sevcik, 1976). Esta neurotoxina obstruye los canales de sodio
dependientes de voltaje (NaV) en los tejidos nerviosos y musculares, lo que provoca la

inhibicion de la propagacion de los potenciales de accidon y paraliza la funcién nerviosa y
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muscular (Lee y Ruben, 2008). Por lo tanto, la TTX inhibe la fase temprana de la
corriente idnica independientemente de su direccion o de la naturaleza del transportador.
Se ha concluido que la TTX actla especificamente sobre el mecanismo del aumento
temprano de la permeabilidad i6nica de la membrana (Moore et al., 1967 citado por
Cuervo, 1970).

Los canales de sodio dependientes de voltaje (NaV) son un tipo de proteinas
transmembranales que se encargan de regular el flujo de sodio a través de la membrana
de una célula. La activacion de NaV es un factor clave para la excitabilidad de la
membrana ya que la apertura de los canales permite que los iones de sodio se dispersen
al interior de la célula, iniciando la fase ascendente del potencial de accidon (AP) (Lee y
Ruben, 2008).

Acerca del axén del calamar gigante, Hodgkin y Huxley (1952) estudiaron el mecanismo
idnico de la generacion y propagacion del potencial de accion. Para la realizacién de sus
investigaciones hubo dos elementos esenciales: equipo electréonico y la particular
anatomia del calamar. Cole y Marmont (1968) desarrollaron voltage-clamp equipo para
el control de potencial de membrana celular que permite mantener el potencial de
membrana cuando la célula es estimulada, evitando el fendmeno explosivo -todo o
nada- del potencial de accion. El otro elemento importante fue el axén gigante de
calamar el cual posee axones de gran diametro que en algunas especies llegan a tener
cerca de 1 mm, esto permite a los electrofisidlogos “insertar a lo largo del axén
electrodos metalicos para registro e inyeccion de corriente, exprimir el axoplasma vy

cambiar la composicidon del medio intracelular” (Kotsias, 2004).

El objetivo de este escrito fue comprobar las dosis efectivas de tetrodotoxina en un

simulador de axdén gigante de calamar.

Uno de los principales usos farmacéuticos de la TTX es la fabricacion de medicamentos
analgésicos que ayudan a combatir tanto el dolor producido por algun tipo de lesion
como el dolor neuropatico. La tetrodotoxina también se usa como antiinflamatoria, como
medicamento en desintoxicacion de pacientes adictos a la heroina y reducciéon de

metastasis del cancer (Gomes et al., 2011).

Aunque la generalidad de los resultados actuales debe ser establecida por

investigaciones futuras, el presente estudio brindado un soporte para la investigacion de
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las dosis efectivas de tetrodotoxina en células nerviosas. Apoyando, ademas, las
investigaciones sociales y neurobioldgicas de la tradicion haitiana tergiversada por datos

previos que gozaron de laxidad (Inglis, 2010).
Materiales y métodos

Se utilizd el Simulador Nerve (http://nerve.bsd.uchicago.edu/nervejs/MAP1.html), que

mide el alcance de la accién de TTX determinado por medio de la técnica de fijacion de
voltaje (Figura 1). Como la TTX actua especificamente sobre el canal de sodio, la
atencién se centra en los cambios en la corriente maxima de entrada de sodio en un

estado dado de la membrana en funcién de la TTX, el tiempo y la temperatura.

VARIABLES TO PLOT | CONCENTRATIONS || AXON PARAMETERS | STOP | Superimpose |
HELP (| Voltage Membrane Propagated Propagated Currents of
Clamp || Action Potential Action Potential (V vs T) Action Potential (V vs X) p i

p

Figura 1. Menu principal de la pagina Nerve donde se realizo la practica

(http://nerve.bsd.uchicago.edu).

Dentro de la pagina, en el apartado de membrane action potential o potencial de accién
de membrana, se activo la opcidn de “concentrations” en el menu que se muestra en la
parte superior derecha de la pagina. De esta forma, se reveldé un menld mas pequefio en
la parte inferior derecha en el cual se modificaron las concentraciones de TTX para
cumplir con el objetivo de la practica. Al alterar la variable de concentracion (en nM) la
grafica que reflejaba el potencial de membrana se afecta. En la figura 2 se presenta la
grafica de control que no muestra modificacion de la pagina Nerve donde se analizaron

los potenciales de membrana.
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Figura 2. Seccidn de la pagina Nerve donde se analizaron los potenciales de membrana.

Procedimiento

Para llevar a cabo los ensayos se ingresé a la pagina de Nerve seleccionando la opcidn
de potencial de accion de membrana (Membrane Action Potetial) y, posteriormente, la
opcién de concentraciones para que apareciera el menu amarillo de la parte inferior
derecha de la pantalla. De esta forma, se fueron modificando los valores de la
concentracion de TTX y se fueron registrando las variaciones que estos cambios tenian
sobre el potencial de accién del axén del calamar gigante. En los casos en los que la
diferencia entre un valor de concentraciéon y otro era minimo, casi imperceptible, se
activo la opcidon de “superponer” en la cual la grafica conservaba el dato del valor
seleccionado anteriormente y permitia hacer comparaciones visuales sobre aquellas

diferencias. Por Ultimo, se guardaron las graficas para un analisis posterior.
Resultados

Se realizaron un total de cinco ensayos con distintas concentraciones de TTX para
contrastar las dosis minimas y maximas en las que seria operante un cambio efectivo
en el potencial de accion de los axones del calamar gigante. Para estudiar los efectos
inhibitorios de la TTX se decidié emplear un rango de concentracion mas amplio al

encontrado en algunos articulos cientificos que tuvieron objetivos similares.

En la figura 3 se observan las diferentes dosis de TTX usadas en el simulador de axén
gigante de calamar; la maxima concentracion encontrada donde se dejan de percibir
cambios, fue de 50 nM. De manera similar, a pesar de que Sevcik (1976) encontr6 que
la concentracién minima en la cual se empieza a notar un cambio en el potencial de
membrana era de 0,1 nM, nuestras estimaciones y experimentos arrojaron que a partir

de 0,02 nM se empieza a presentar el cambio.
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Figura 3. Graficos del trazo del potencial de accidén en el axdn gigante de calamar con diferentes
dosis de TTX.

Discusion

Debido a la histérica polémica de la propuesta de Davis acerca de que las pociones de
los brujos vudu de Haiti contiene TTX y esta neurotoxina es la responsable del fendmeno
de zombificaciéon y aunado a esto la evidencia que indica los efectos sobre el organismo
humano que tiene esta substancia, quisimos hacer un experimento para comprobar los
efectos de la TTX en el modelo de ax6n gigante de calamar en un programa que podia

simular dicho axéon con manipulacion de diferentes dosis de la TTX.

Estudios previos usando concentraciones entre 15-25 nM (Cuervo, 1970), mostraron un
rapido comienzo del efecto de la TTX blogqueando la excitabilidad del axén. Cuervo

encontré que concentraciones entre 1-15 nM no bloquean totalmente la corriente de
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sodio, por lo que establecid el valor inhibitorio total en 25 nM. Por otro lado, la maxima

concentracidon encontrada por Sevcik (1976) fue de 50 nM.

Una interpretacion de estos hallazgos es que se menciona que los canales de sodio en
la membrana del axén del calamar poseen dos tipos de receptores para la TTX. El tipo 1
cuenta con afinidad constante de 0,11 £ 0.05 nM, mientras que el tipo 2 tiene afinidad
constante de 4,9 £ 0.49 nM, por lo que el segundo tipo es evidenciado con mayor
facilidad al estudiarse el TTX con un rango de concentracién de 1 a 25 nM mientras que
el tipo 1 posee una mayor afinidad con la TTX y se activa con rangos superiores a 25 nM
(Sevcik, 1976).

En este escrito se busco replicar las investigaciones que otros autores habian realizado
acerca de las dosis de TTX que genera cambios en el axéon gigante de calamar
relacionados con la inhibiciéon de canales de sodio. En la investigacién previa de Sevcik
(1976) se realizé un experimento en el cual se determinaron dos tipos de medidas. En
la primera, la toxina se aplicé comenzando por concentraciones bajas desde 0,1 nM
hasta 50 nM y se midié la supresion de sodio después de 15 minutos de exposicion a la

concentracion con la toxina.

En conjunto, estos hallazgos indican que la medida minima para que se presente un
cambio en el potencial de acciéon es de 0,02 nM. Por otra parte, de acuerdo con Tasaki
(1978), a una concentracién final de aproximadamente 50 nM la TTX suprimio
rapidamente las respuestas habiendo una caida rapida en la amplitud del potencial de
accién, acompanada por un acortamiento de su duracién. Sin embargo, se encontrd que
no es hasta que las concentraciones adquieren un valor de 40 nM, que se observan los
efectos descritos por los autores. Estos hallazgos nos permiten teorizar que la dosis
donde ya no se observan respuestas en el potencial de accion se encuentra, de hecho,

en los 40 nM.

Conclusiones

Se obtiene evidencia acerca de las dosis efectivas de la tetrodotoxina en el axdén del
calamar gigante. Se han descrito dichos cambios debido al efecto inhibitorio de la TTX
en los canales de sodio, resultando en la afeccién de su corriente y por lo tanto de la
propagacion de los potenciales de accién. En conjunto, los resultados indican que las

afectaciones derivadas de la presencia extracelular de TTX se ven reflejadas los graficos
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de los resultados, por el efecto retardado de los potenciales de accion en el tiempo
dependiendo de la dosis administrada de la droga. De este modo, en las mismas
imagenes se pueden observar disminuciones en el voltaje alcanzado en el pico de la
membrana como resultado de la modificacion de las corrientes idnicas en presencia de
TTX, en donde la corriente correspondiente al sodio se observa sumamente disminuida

ante la presencia de la droga, mientras que la corriente de potasio no se ve afectada.

Una explicacidn adicional merece un comentario. Por ejemplo, diversas investigaciones
han sugerido que las dosis efectivas se encuentran en el rango de 0,1 nM (Sevcik, 1976)
a 50 nM (Tasaki, 1978). Esta practica es un primer intento de abordar estos problemas,
pues consideramos que una mayor investigacion vigente acerca de las dosis efectivas
puede aclarar los resultados dispares citados en articulos previos y los encontrados en

la investigacion reciente.

Una limitaciéon y detalle importante a considerar sobre este estudio es que fue realizado
de manera virtual. Es posible que la naturaleza misma de la experimentacién haya
influido en la exactitud de los resultados encontrados comparados con aquellos
realizados hace mas de 30 anos. Aunque la presente investigacion no puede descartar
estas explicaciones, parece util sefialar cuestiones que pueden entrar en conflicto con

estos resultados.

A pesar de estas limitaciones, estos datos tienen algunas intervenciones de potencial
trascendencia. Algunas de las aplicaciones mas destacables de los resultados obtenidos
se relacionan a la industria farmacéutica. La capacidad de inhibir los canales de sodio
(Na+) pero no afectar a la permeabilidad de los canales de potasio (K+), ha ayudado a

establecer la masa y la forma de estos canales.

En cuanto a futuras investigaciones, seria Uutil extender los hallazgos actuales
examinando modelos animales no virtuales. Desde los afios que se realizaron los
estudios citados (1976 y 1978), las investigaciones y el conocimiento acerca de la
tetrodotoxina y sus efectos en el cuerpo humano han avanzado mucho. Hacer este
experimento hoy en dia con modelos animales, también nos lleva a reconsiderar las
cantidades maximas y minimas a partir de las cuales se nota un efecto en el potencial
de accién del axén del calamar, asi como poder ligar los resultados encontrados con
otras investigaciones dentro de las neurociencias. La tecnologia actual puede permitir

complementar y comparar los resultados obtenidos por investigadores en el siglo
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pasado, obteniendo mediciones de mayor exactitud en modelos no virtuales del axén del

calamar gigante.
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