
Di r ecci ó n:      Biblioteca Central Dr. Luis F. Leloir, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires. 
Intendente Güiraldes 2160 - C1428EGA - Tel. (++54 +11) 4789-9293

Co nta cto :     digital@bl.fcen.uba.ar

Tesis de Posgrado

El receptor nicotínico de Discopyae
Tschudii : caracterización

bioquímica y estudios funcionales
en membranas reconstituídas

Medrano, Silvia

1988

Tesis presentada para obtener el grado de Doctor en Ciencias
Biológicas de la Universidad de Buenos Aires

Este documento forma parte de la colección de tesis doctorales y de maestría de la Biblioteca
Central Dr. Luis Federico Leloir, disponible en digital.bl.fcen.uba.ar. Su utilización debe ser
acompañada por la cita bibliográfica con reconocimiento de la fuente.

This document is part of the doctoral theses collection of the Central Library Dr. Luis Federico
Leloir, available in digital.bl.fcen.uba.ar. It should be used accompanied by the corresponding
citation acknowledging the source.

Cita tipo APA:
Medrano, Silvia. (1988). El receptor nicotínico de Discopyae Tschudii : caracterización
bioquímica y estudios funcionales en membranas reconstituídas. Facultad de Ciencias Exactas
y Naturales. Universidad de Buenos Aires.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2099_Medrano.pdf

Cita tipo Chicago:
Medrano, Silvia. "El receptor nicotínico de Discopyae Tschudii : caracterización bioquímica y
estudios funcionales en membranas reconstituídas". Tesis de Doctor. Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales. Universidad de Buenos Aires. 1988.
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2099_Medrano.pdf

http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2099_Medrano.pdf
http://digital.bl.fcen.uba.ar/Download/Tesis/Tesis_2099_Medrano.pdf
mailto:digital@bl.fcen.uba.ar


UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

EL RECEPTORNICOTINICO DE Discggxge tschudii: CARACTERIZACION

BIOQUIMICA Y ESTUDIOS FUNCIONALES EN MEMBRANASRECONSTITUIDAS

Autor: Licenciada Silvia Medrano

Director: Doctor Enrique L.M. Ochoa

Lugar de trabajo: Instituto de Biologia Celular, Facultad de
Medicina, Universidad de Buenos Aires

TESIS PRESENTADA PARA OPTAR AL TITULO DE DOCTOR EN CIENCIAS

EIOLOGICAS

jpg?
—19BB- ¿á;. ;2_



A mis padres



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Enrique L.M. Ochoa, bajo cuya direccion me inicie

en la investigación cientiiica, por su constante apoyo y estimulo
que hicieron posible la realización de este trabajo de tesis.

A1 Dr. Jorge Pecci Saavedra, por brindarme la

posibilidad de trabajar en el Instituto de Biologia Celular que el
dirige.

A los Profesores Emeritos Dra AmandaPellegrino de

Iraldi y Dr. Eduardo De Robertis, por su permanente estimulo y por

su ejemplo de dedicacibn a la investigacion.

a la Profesora Dra. Carmen De La Serna de Esteban, por

su acertado asesoramiento comoconsejera de estudios.

A la Profesora Maria Berta Cousseau. por hacer posible

el envio de los animales utilizados en este trabajo y por su

constante apoyo e interés en el mismo.

A los Dres. Mirtha Biscoglio de Jimenez Eonino y Osvaldo

Cascone por su colaboracion en los estudios de electroforesis en

geles y análisis de aminoácidos.
A los Dres. Orlando Aguilar Marquez y Emilio Rivas, con

quienes comparti parte de este trabajo, por sus sugerencias y
oportunas criticas.

A los Dres. Héctor Carminati y Victor Idoyaga Vargas,

por su permanente ayuda y estimulo.

El presente trabajo de tesis fue desarrollado durante el

transcurso de las Becas de Iniciación, Perfeccionamiento y

Formacion Superior que me fueran concedidas por el Consejo

Nacional de Investigaciones Cientificas y Tecnicas y mediante

subsidios otorgados por dicha institucion.



ACE

ATC

BAC

BSA

Carb

DnS-Ce-Cho

DTT

EDTA

EGTA

L/P

PMSF

GM

SDS

TPo

TPS

Tris

a-BuTx

a-CTX

ABREVIATURAS

acetilcolinesterasa
acetiltiocolina
bromoacetilcolina
albúmina de suero bovino

carbamilcolina

6-(metabromuro)etilester
del acido ó-S-(dimetil­

amino)-1-naftalensulfo­
namido hexanoico

d-tubocurarina

ditiotreitol
acido etilendiamino te­
traacético

ácido etilenglicol tetra­
achtico

relación lipidD-proteina
fluoruro de fenilmetil­
sulfonilo
quinacrina mostaza

dodecil sulfato de sodio

timopoyetina

timopentina
Tris (hidroximetil)—amino

metano

alfa-bungarotoxina
alfa-cobrotoxina



INDICE

I. INTRODUCCION

1.1 INTRODUCCION GENERAL

a. La transmision sinaptica
b. Desarrollo historico de la teoria de los receptores .
c. Receptores colinérgicos
d. La transmision neuromuscular

1.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL RECEPTOR NICOTINICO PE­

RIFERICO

a. Toxinas curaremimeticas ..

b. El órgano eléctrico de peces
C. .............Aislamiento y purificación del receptor

1.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DEL RECEPTOR AISLADO DEL OR­

GANOELECTRICODE TORPEDO........ . . . . . . . . . . ...........

a. Dimensiones y forma...... . . . . ....... . . . . . . . . . . . . . . . ..

b. Composición en subunidades ...... . . . . . . ... . . . . . . .....

c. Propiedadesquímicas................................
1.4 ESTRUCTURA DEL RECEPTOR DE TORPEDO EN LA MEMBRANA.....

a. Membranasricas en receptor nicotinico . . . . ..........

b. Disposición del receptor en la membrana...... . . . . . ..
c. Modelos de la organizacion del receptor en la membra­

I.5 ACTIVACIDN E INACTIVACION DEL RECEPTOR NICDTINICO .....

El concepto de desensibilizacibn ... . . . . . . ..

Activación e inactivaci0n (desensibilizacibn) del re­

ceptornicotlnico...................................
Cambios conformacionales inducidos por la union de

ligandos al receptor

14

17

17

17



d. Modelosfuncionales del receptor nicntinico ......... 27
e. Mecanismosde activación e inactivacion del receptor

nicotlnico deducidos por estudios de cinética rápida. 2B
f. Factores que modifican 1a desensibiliaación del re­

ceptornicotinico................................... a¿
g. Efecto de las hormonas del timo sobre la transmision

neuromuscular..................... . . . . . . . . . . . . . ..... 33
1.6 LIGANDOS NICOTINICOS FARMACOLOGICAMENTEACTIVOS ....... 36

a. Agonistasy antagonistas competitivos............... 36
b. Bloqueantesnocompetitivos......................... a8

i. Probables mecanismosde acción de los bloqueantes no
competitivos....................................... 40

ii. Sitios de unión de los bloqueantes no competitivos. 41
c. Laamantadina....................................... 46

1.7 RECONSTITUCIONDELRECEPTORNICOTINICO................ 49

a. El conceptode reconstitucion....................... 49
b. Reconstitucibn del receptor nicotinico en liposomas . oO

II. OBJETIVOS............................................. 54

III. MATERIALESYMETODOS................................. 55
111.1 ANIMALESDEEXPERIMENTACION......................... 54

111.2 PREPARACION DE MEMBRANASCONTENIENDO RECEPTOR NICOTI­

NICODEORGANOELECTRICO............................ 56

a. Preparación de fracciones crudas de membranas....... 56

b. Preparación de fracciones de membranasmás puri+ica­
...... 56das...........................................

111.3 EXTRACCIONY PURIFICACIONDEL RECEPTOR.............. 58

a. Solubilizaciondel receptor......................... QB



b. Sintesisde bromoacetilcolina....................... 58
c. Preparaciónde 1a columnade afinidad ............... 59
d. Purificación del receptor por cromatografía de ¿{ini_

dad................................................. 59
111.4 ELECTROFORESISEN GELES DE POLIACRILAMIDA........... 60

111.5 ANALISIS DE LA COMPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS SUB­

UNIDADES............................................ 61
III.6 RECONSTITUCION DEL RECEPTOR EN LIPOSOMAS POR EL METO­

DODE DIALISIS DE COLATO.......... . . . . . . ... . . . . . .... 61

Reconstitución a partir de membranas... . . . . ......... 61n.)

b. Reconstitución a partir de receptor purificado ...... 6¿
III.7 RECONSTITUCION DEL RECEPTOR EN LIPOSOMAS POR EL METO­

DODEPRECIPITACIONCONPES......................... 62
a. Procedimientode reconstitución..................... 62
b. Purificación de las muestrasde PES................. 63

111.8 PRUEBAS DE INCORPORACION DEL RECEPTOR A LIPOSOHAS ... 63

111.9 ANALISISDE LA FUNCIONDELRECEPTOR................. 64

a. Fijación de ["°I]—a-bungarotoxina.................. 64
i. Titulación de la solución de [‘2°I]—a-bungarotoxina. 64

ii. Fijación de [12°I]—u—bungarotoxinaen equilibrio... 64
b. Evaluación de los estados de afinidad del receptor .. 65

i. Evaluación cualitativa de los estados de afinidad .. 65
ii. Evaluación cuantitativa de los estados de afinidad. 71

iii. Curso temporal de las transiciones de afinidad ... 73
c. Medición del influjo iónico mediado por el receptor

nicotinico.......................................... 74
i. Preparación de las columnas de intercambio catiónico 74
ii. Medicióndel influjo de 'ÓRb*..................... 75
iii. Determinación del volumeninterno de las vesículas 76



iv. Curso temporal del proceso de inactivacion (desen­

sibilizacibn de 1a respuesta del receptor ......... 76
111.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACETILCO­

LINESTERASA........................................ 77
111.11 DETERMINACION DE LA CONCENTRACIONDE PROTEINAS ..... 78

111.12DROGASUTILIZADAS.................................. 78

IV.RESULTADOS............................................ SO
IV.1 CARACTERIZACION DEL RECEPTOR NICOTINICO DEL ORGANO

ELECTRICODEQiscogygetschgdii ...................... BO
a. Estudios del receptor nícotinico en membranasnativas 80

b. Extracción y purificación del receptor nicotlnico por
cromatografíadeafinidad........................... 81

IV.2 RECONSTITUCION DEL RECEPTOR NICOTINICO EN LIPOSOMAS .. 83

3- Influjo de oe>Rb"y fijación de [12”I]—«-bungarotoxina
al receptor nicotinico incorporado a liposomas ...... 83

b. Detección de los estados de afinidad para Carb del

receptor nicotlnico reconstituido en liposomas ...... 84
c. Inactivacibn de la respuesta del receptor reconsti­

tuido en liposomas en presencia de agonistas (desen­
sibilizacibn) .................... . . . . . . . . . . . . ....... 86

IV.3 EFECTO DE LA AMANTADINA SOBRE EL RECEPTOR NICOTINICO

ENMEMBRANASRECONSTITUIDAS.......................... BB

IV.4 RECONSTITUCION DEL RECEPTOR NICOTINICO POR EL METODO

DE PRECIPITACIONCONPOLIETILENGLICOL................ 92

IV.5 ESTUDIOS DE LOS EFECTOS DE LA TIMOPENTINA (TPS) SOBRE

EL RECEPTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN LIPOSOHAS .... 99

V.DISCUSION..............................................128



H

VI.

VII.

CARACTERIZACION DEL RECEPTOR NICOTINICO DEL ORGANO E­

LECTRICODE DL gggnggli ......... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..128

RECONSTITUCION DEL RECEPTOR NICOTINICO EN LIPOSOMAS ...133

EFECTO DE LA AMANTADINA SOBRE EL RECEPTOR NICOTINICO

RECONSTITUIDOEN LIPOSOMAS........... . . . . . . . . . ........137

INCORPORACION DEL RECEPTOR NICOTINICO EN LIPOSOMAS POR

EL METODODE PRECIPITACION CON PEG . . . . . . . . . ..... . . . . ..143

EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOBRE LA FUNCION DEL RECEPTOR

NICOTINICO RECONSTITUIDOEN LIPOSOMAS. . . . . . . . . ........149

RESUMENY CONCLUSIONES................ . . . . ............153

REFERENCIAS 57COI...-IIIIIIIIIIIIOIIIIII- I l Iccanon-¡connl



INTRODUCCION

I.1.INTROQgCCION QENERAL

I.1.a La transmision sinagtiga
La comunicación entre dos celulas nerviosas o neuronas o

entre una neurona Y una célula efectora se realiza a traves de

zonas especializadas de contacto denominadassinapsis (del griego:

unión), termino introducido por Sherrington en el año 1897.

A comienzos del siglo XXse creía que 1a transmisión

nerviosa operaba por un mecanismo único. Los {151010995 pensaban

que la transmision sinaptica era eléctrica, o sea a traves del
pasaje directo del {lujo de corriente de una célula a otra. Los

farmacblogos, por otro lado, pensaban que la transmision sinaptica

se realizaba a través de un mediador quimico liberado por las

terminaciones nerviosas. Posteriormente se comprobóla existencia

de ambos mecanismos.

Las primeras evidencias que apoyaron la hipótesis
quimica fueron aportadas por Elliot en el año 1904 (referencia en

Klein y col., 1982), quien observo un estrecho paralelismo entre

la acción de 1a adrenalina y la estimulacion de los nervios

simpáticos. Mas tarde se comprobó que el mediador quimico a ese

nivel es la noradrenalina (von Euler, 1946).

Otto Loewi en 1921 (ref. en Kuffler y Nicholls, 1982 a)

demostró que si estimulaba el nervio vago de la rana se producía

la disminucibn de la frecuencia cardiaca y que si se transferia el

liquido de perfusión de dicho organo a un segundo corazón, la
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frecuencia cardiaca de este último también disminuia. Loewi

sugirió que la estimulacion del nervio vago producía la liberacion
de una sustancia inhibidora a la que denominó "Vagusstoff".

Posteriormente, Dale y col. (1936) demostraron que la

estimulacion del músculo esquelético de mamíferos provocaba la

liberación de acetilcolina, quedando demostrada en forma
de{initiva la existencia de sinapsis químicas en el sistema
nervioso.

I.1.b Desarrollo historico de la teoria de los receptores
El desarrollo del concepto de receptores especfficos

esta ligado a los primeros estudios sobre el receptor a 1a
acetilcolina.

El fisiologo Claude Bernard en 1857 (ref. en Changeux,

1981) demostro la accion periférica del curare en el músculo

esquelético de la rana.
Emil Fisher en 1894 y 1898 (ref. en Changeux, 1981), en

sus estudios sobre la trans+ormacion de azúcares por las

levaduras, propuso la existencia de "agentes químicos activos" en

las celulas y postuló que para que los mismospudieran actuar

sobre las azúcares era necesario que tuvieran una construcción

geométrica análoga que les permitiera adaptarse el uno al otro
como "una llave en una cerradura".

El concepto de receptor fue introducido por John N.

Langley. En sus estudios sobre la acción antagbnica de la atropina

sobre la pilocarpina en la glándula submaxilar del gato, Langley

en 1878 (ref. en Parascandola, 1981), postuló que en las

terminaciones nerviosas o en las células glandulares, existia una

o mas sustancias con las cuales las drogas estudiadas deberian
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formar compuestos para ejercer su acción.

Posteriormente,y continuando con los estudios de Bernard

en la unión mioneural, Langley demostró 1a acción antagónica del

curare y de la nicotina en el músculo esquelético del pollo y en

los músculos sartorio y gastrocnemio de la rana (Langley 1905,

1906, 1907, ref. en Changeux, 1981 y Parascandola, 1981 ).

Langley observó que 1a contracción muscular producida por la

nicotina se debia a un efecto directo de esta droga sobre la fibra

muscular, ya que cuando seccionaba el nervio motor del músculo, la

nicotina era capa: de seguir induciendo una contracción. Ademas,

observó que el curare, el cual se creia que actuaba sobre las

terminaciones nerviosas, antagonizaba la acción de la nicotina aún

cuando se quitaba la inervación de1 mascu10_

Esto llevo a Langley a pensar que tanto la nicotina como

el curare actuaban directamente sobre la fibra muscular y postuló
que dicho antagonismo se debia a que ambas drogas se combinaban

con la mismasustancia protoplasmatica. Al observar que el curare

no era capaz de inhibir 1a contracción del músculo cuando este era

estimulado eléctricamente, concluyó que la sustancia que se
contraia era diferente de la sustancia con la cual la nicotina y
el curare se combinaban y denominó a esta ultima "receptive
substance".

En forma independiente, Ehrlich en 1897 (ref. en

Parascandola, 1981) sugirió también que algunas sustancias debian

unirse a otras para ejercer su acción, y postuló la llamada

"teoria de la cadena lateral" para explicar 1a neutralización de

las toxinas bacterianas por el organismo. Segúnesta teoria, el

protoplasma celular estaba constituido por una gran molécula
compuesta por un núcleo que era responsable de las funciones



especificas de cada tipo celular y varias cadenas laterales

ligadas a procesos vitales comunesa todas las ce1u1as.

Sin embargo en ese tiempo Ehrlich se rehusó a aplicar el

concepto de receptores para explicar la acción de las drogas sobre

el organismo. Posteriormente reconoció que ciertas drogas se

unirlan a las celulas a traves de grupos atómicos de las mismas a

los que llamó “quimioreceptores” estableciendo las bases de la

quimioterapia.
La idea de la existencia de receptores de Langley y

Ehrlich fue elaborada en forma cuantitativa por Hill en 1909

tomando como base la ley de acción de masas y posteriormente Clark

en 1933reunió todas las evidencias sobre la interacción entre

drogas y receptores en la llamada "teoria de los receptores“.

I.1.c Receptores golingcgicos
Los efectos de la acetilcolina en el sistema nervioso

periférico de los vertebrados han sido divididos en nicotlnicos y

muscarlnicos según criterios farmacológicos (Dale, 1914).
El neurotransmisor que se libera en las terminaciones

nerviosas parasimpaticas postganglionares que inervan las
glándulas exócrinas, el músculo liso y el cardiaco es la
acetilcolina. La acción de la acetilcolina en estos tejidos es

imitada por un alcaloide vegetal extraido del hongo Amanita

musgaria, la muscarina, y bloqueada por la atropina,I denominandose

por lo tanto acción muscarinica (Litter, 1975 a).

En las terminaciones nerviosas preganglionares

simpáticas y parasimpaticas, y en la unión neuromuscular se libera

también acetilcolina, pero en este caso su acción es imitada por

otro alcaloide vegetal, la nicotina, extraido de Nicotiana
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tabacum. El hexametonio y el curare bloquean los efectos de este

alcaloide a nivel de los ganglios y la union neuromuscular

respectivamente (Litter, 1975a). Esta acción de la acetilcolina
se denominanicotlnica.

Por extension, a los receptores involucrados en una y

otra respuesta se los denominareceptores muscarlnicos y

receptores nicotlnicos.
Las diferentes acciones de la acetilcolina se deben

probablementea distintas caracteristicas estructurales de los
receptores involucrados y no del neurotransmisor. Se ha demostrado

que la conformación de la molécula de acetilcolina es similar en

cada caso. La comparacion de la estructura de la molécula de

acetilcolina con 1a estructura de agonistas nicotlnicos y
muscarinicos de alta potencia ha permitido demostrar que distintos

grupos de la molécula de acetilcolina interactúan con uno y otro

receptor (Chothia, 1970).

Se han encontrado receptores muscarinicos y nicotinicos

en otras regiones del sistema nervioso. Las sinapsis colinérgias

se pueden clasifican entonces,de acuerdo a su localización:
1) Sinapsis colinérgicas periféricas : a) la unión neuromuscular
(nicotlnica); b) terminaciones postganglionares parasimpaticas en

músculo liso y cardiaco y glandulas exócrinas (muscarlnicas); c)

terminaciones postganglionares especiales (nicotlnicas).
2) Sinapsis colinérgicas centrales: a) cerebro (muscarinicas y

probablemente nicotlnicas); b) terminaciones preganglionares

autónomas (nicotinicas); c) union de las células de Renshawde la

médula espinal con la motoneuronadel asta anterior (nicotinica).

Comose explicara mas adelante, el receptor nicotinico

media efectos rapidos, medidos en un intervalo de tiempo del orden



de los milisegundos (mseg) y opera a traves de un canal por donde

pasan los iones Na‘ y <*.

El receptor muscarinico media respuestas mas lentas, en

el rango de segundos a minutos. Se ha postulado la existencia de

por lo menos dos tipos de receptores muscarinicos denominados M1y

M2. Los receptores Ml y Mz se di+erencian en cuanto a sus

respuestas fisiológicas. La activacion de los receptores Mz
produce la inhibición de la enzima adenilato ciclasa a traves de

una proteina que fija nucleotidos de guanina. Por otro lado los
receptores Mi estan relacionados con la hidrólisis de

fosfoinositidos, la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmatico y la estimulacion de proteinaouinasas (Harden y

col.,1986).

I.1.d La transmisión quromuscular
La transmision de señales de una neurona motora a una

{ibra muscular esquelética constituye un ejemplo tipico de

neurotransmision quimica. En la sinapsis neuromuscular de mami+ero

la motoneurona ubicada en el asta anterior de la medula espinal,

envia un axon mielinico que al llegar a las cercanias de una fibra

muscular esquelética pierde su vaina de mielina y emite una serie
de ramificaciones. La sinapsis entre una motoneurona y una fibra
muscular se denomina union neuromuscular (rev. en Huffler y

Nicholls. 1982 b).

El potencial de accion es conducido desde el cuerpo de

la neurona a lo largo del axon. La despolarizacion en el terminal

nervioso produce un aumento de la conductancia del Ca2+ 10 que

determina un aumento de la concentración intracelular de dicho

cation y la liberación del neurotransmisor. El transmisor quimico
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que se libera en 1a union neuromuscular es 1a acetilcolina (Dale v

col., 1936). En el terminal nervioso la acetilcolina se encuentra

almacenada en vesículas de 50 nm de diametro, cada una de las

cuales contiene 10‘ moléculas del neurotransmisor (Ku++1ery

Yoshikami. 1975). La liberación de acetilcolina es de naturaleza

cuántica y cada “cuanto” o "paquete" corresponde a 1a cantidad de

neurotransmisor contenido en una vesícula sinaptica (del Castillo

y Katz, 1954).

La acetilcolina liberada difunde a traves de un espacio
de 60 nm y se fija al receptor nicotinico ubicado en 1a membrana

postsinaptica (Fertuck y Salpeter, 1974). La fijación de 1a

acetilcolina a1 receptor nicotinico produce 1a apertura de canales

especificos por donde los iones Na* y K‘ atraviesan 1a membranaa

favor de sus gradientes electroquimicos. Este flujo de iones
produce un cambio local del potencial de membrana, se dispara un

potencial de accion y se activa el mecanismode contracción

muscular (Gage. 1976).

La transmision neuromuscular es terminada por hidrólisis
de 1a acetilcolina a acetato y colina por 1a acetilcolinesterasa
(ACE). enzima localizada en 1a superficie de 1a membrana

postsináptica (para una revision completa sobre 1a ACEver

Rosenberry. 1975).

1.2 AISLAMIENTO Y PURIFICACIÜN DEL RECEPTOR NICDTINICD PERIFERICD

I.2.a Toxinas curaremimeticas

Las toxinas presentes en el veneno de ciertas serpientes

constituyen herramientas poderosas para el estudio de algunos

mecanismos biológicos.

Un grupo muy importante de estos compuestos lo
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constituyen las toxinas postsinapticas o curaremimeticas.

Se ha observado que las toxinas curaremimeticas bloquean
en forma casi irreversible la acción de la acetilcolina sobre la

unión neuromuscular, uniendose en forma especifica al receptor

nicotlnico ya que no afectan los potenciales de reposo y de acción
del nervio. la liberación de acetilcolina ni la actividad de la

enzima ACEy su efecto es bloqueado por el curare (ref. en Potter,

1974; Lee. 1979).

Las toxinas curaremimeticas se han encontrado únicamente

en dos familias: Elapidae e Hydrophiidae (Lee, 1979) y se

clasifican en dos grupos:

a) De cadena corta: contienen 60 a 62 aminoácidos y 4 puentes

disulfuro. Generos Laticauda. Enhvdrina, Pelamis. H dro his,

A'sturus, gala, Dendroasgis.

b) De cadena larga: contienen 71 a 74 aminoácidos y 5 puentes

disulfuro. Generos Eungarus, Dghioghagus, gala, Qendroaspis,
Laticauda.

Chicheportiche y col. (1975) estudiaron las propiedades

de fijación de toxinas curaremiméticas de cadena larga
(neurotoxina III de gala Dale) y de cadena corta (toxina I de u;

nai; y toxina I de u; mossambica) marcadas con 1""Ca membranas de

órgano electrico de Torpedo marmorata. Estos autores demostraron

que ambostipos de toxinas curaremimeticas tienen constantes de
disociación similares (5.7-8.2 x 10-‘°M, pH 7.4, 20°C) pero

difieren en sus propiedades de asociación y disociación al y del

receptor respectivamente. Las toxinas de cadena corta se asocian ó

a 7 veces y se disocian 5 a 9 veces mas rapidamente que las de

cadena larga. La distinta cinética de disociación podria explicar
la mayor irreversibilidad del bloqueo de la toxinas de cadena
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larga (Chicheportiche y col., 1975).

Dentro de las toxinas de cadena larga, 1a

a-bungarotoxina (a-BuTx) es la que se une en forma menos

reversible y es por lo tanto la masutilizada en el estudio del
receptor nicotlnico (Lee, 1979).

La a-BuTx se obtiene del veneno de Bungarus

multicinctus. Esta serpiente es caracteristica de Formosa(China),
habita en lugares húmedosy no es agresiva para el hombre (Potter,
1974).

Mediante técnicas de cromatografía de exclusión

molecular y de intercambio catiónico se han obtenido doce

proteinas puras del veneno de E¿ multicinctus (Miledi y col.,

1971). Cuatro de dichas proteinas bloquean la acción de la

acetilcolina en el músculosartorio de la rana, seis bloquean la
liberación de acetilcolina de los nervios motores, una corresponde

a la ACEy la última no tiene acción sobre 1a unión neuromuscular.

Entre las primeras, la mas abundante es la a-BuTx, 1a cual

representa el 252 de la proteina total del veneno.
El analisis de aminoácidos de 1a a-BuTx puri+icada

reveló que la molécula esta compuesta por 74 aminoácidos y posee

un peso molecular de 7.983 (Lee y col., 1972).

Se ha demostrado que la a-BuTx y demas toxinas

curaremimeticas bloquean la {unción del receptor nicotinico en
varios otros tejidos, entre ellos el órgano electrico de Igggggg

sp. (Miledi y col., 1971) y de Elggtgggnggus sp. (Changeumy col.,

1970).

Las toxinas curaremiméticas han sido marcadas con

isótopos radiactivos, siendo el ‘251 el masutilizado.

Se ha demostrado que la marcación con 12"’I produce
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derivados monoiodados y diiodados (Vogel y col.,1972). El derivado
monoiodadoposee propiedades cinéticas idénticas que la toxina

nativa en su interaccibn con el receptor de IL californica

(Blanchard y col., 1979).

Los estudios de difracción de rayos X han permitido
establecer la estructura terciaria de estas proteinas. Low,1979

(ref. en Changeux, 1981) ha sugerido que el grupo guanidinio del

residuo de arginina 37 seria análogo al amoniocuaternario de la

acetilcolina y el responsable de la union especifica de estos

compuestosal receptor nicotinico.

I.2.b El Organo eléctrico de peces

Los peces eléctricos eran conocidos ya por los antiguos

Egipcios, Griegos y Romanospor su capacidad de producir descargas
eléctricas.

En el año 1877, Du Eois-Reymond señalo la importancia de

estos animales en cuanto a que su estudio contribuiria a

solucionar los grandes problemas de la fisiología de] nervio y del
músculo.

Los peces eléctricos pertenecen a grupos muyalejados
filogeneticamente. Comprendenpeces cartilaginosos tales comola

rayas electricas (géneros Torpedo. Narcine. Dyscoovoe) y peces

Óseos comola anguila electrica (Electroghorus electricus) y los

pertenecientes a los géneros Mala terurus, Astroscogus,
Gymnarchus, Mormyrus y Gymnotus (Grundfest, 1960).

La forma, númeroy disposicion de los organos electricos
varia en los distintos grupos (Grundfest, 1960).

En las especies que producen grandes descargas, los

organos electricos sirven para defenderse de sus depredadores y



paralizar a sus presas, mientras que en las especies que producen

descargas más débiles sirven para guiarse en 1a navegacion y para
la detección de depredadores y presas (Grundfest, 1960).

El órgano electrico esta formado por columnas de celulas

aplanadas, multinucleadas, denominadaselectroplacas o

electrocitos. Estas celulas derivan embriologicamentede
electroblastos, células semejantes a los mioblastos precursores de
las celulas musculares (Bishop y col., 1950).

Las rayas electricas poseen dos órganos electricos

ubicados a ambos lados del cuerpo. Cada Organo posee

aproximadamente 2.000 columnas dispuestas en sentido dorsoventral

y compuestas por unas 1.000 celulas. En la anguila electrica cada

organo electrico posee aproximadamente 70 columnas de 6.000 a

10.000 electroplacas ubicadas en sentido longitudinal (Grundfest,
1960).

Sólo una superíicie de la electroplaca esta inervada (la

caudal en EL electricus y 1a ventral en las especies de 1252299)

recibiendo una densa red de terminaciones nerviosas (Grundfest,
1960).

Las electroplacas operan en serie dentro de cada columna

y las distintas columnas lo hacen en paralelo (Changeux, 1961). En

la anguila, el gran númerode electroplacas en serie le permite

generar grandes voltajes (hasta 250 voltios) y las columnas en
paralelo corrientes de 0.5 amperios. Las rayas, por otro lado,

generan potenciales menores (20-60 voltios) debido a la menor

resistencia del agua de mar,l pero debido al gran numero de

columnas en paralelo las descargas eléctricas son muya1tas (50
amperios).

Cada órgano electrico esta bajo control nervioso. Las



fibras nerviosas que lo inervan provienen de un nucleo par (los
lóbulos eléctricos) ubicado en el tronco ence+alico (Bennet,
1970).

Las sinapsis del organo electrico son químicamente

similares a las establecidas entre el nervio y el musculo

esquelético. Feldberg y Fessard en 1942 (ref. en Bishop y col.,

1950), demostraron que la acetilcolina es el neurotransmisor que
se libera en las sinapsis del organo electrico.

El organo electrico es el tejido mas rico en

acetilcolina y contiene 40-100 ug/g tejido fresco (Bishop y col.,

1950) y contiene aproximadamente 250 veces mas ACEque el músculo

esquelético (Nachmansohn, 1959).

El órgano electrico de Igggggg sp. contiene

aproximadamente 1 nmol receptor nicotinico/ gramo de tejido,

mientras que en el musculo hay 1 pmol receptor nicotinico/ gramo
de tejido (ref. en Lindstrom. 1979). Las caracteristicas

bioquímicas, farmacológicas y funcionales del receptor nicotlnico

del organo electrico son similares a las del receptor del musculo

(Karlin, 1980; Conti-Tronconi y Raftery, 1982; Barrantes, 1983).

Los miembros del orden Torpedini+ormes se caracterizan

por poseer cuerpo de {arma circular, piel lisa, cola corta y bien

desarrollada y un par de Órganoseléctricos ubicados entre las

aletas pectorales y el cuerpo. El genero giggggygg, perteneciente

a la familia Narcinidae, se caracteriza por presentar boca angosta

y protractil y poseer dientes pequeños y curvados ubicados en

bandas sujetas débilmente al cartílago de las quijadas. Los

márgenesposteriores de las aletas ventrales estan unidos a traves
de la base de la cola por una conexion membranosa (Menni y col.,

1984).



La especie Discogzge tschudii fue desCripta por primera
vez por Heckel en el aho 1846 (Norman, 1937). Se distribuye a lo

largo de las costas de la República Argentina, Chile y Perú. En

la Republica Argentina se han encontrado especimenes entre 34°36’

y 46°lB’ de latitud sur y a una profundidad maximade 107 metros

(Norman 1937).

A nivel ultraestructural existe una gran similitud en la

morfología del organo electrico de Q¿ tschudii y el de las

especies de la familia Torpedinidae (Iraldi y col. 1984; Mendezy
col. 1984) .

El órgano electrico de Q¿ tsghgdii se ha utilizado para
estudios de la reconstitucibn de la enzima ACEen liposomas

(Ochoa, 1978; 1980 a) y para el analisis de sus formas moleculares

(Ochoa 1980 b; Mendez y col. 1984).

I.2.c aislamiento y ggrificacion del receptor
El receptor nicotinico del órgano electrico de g;

electricos, Torpedo 9p., Narcine sp. y del musculo esquelético de

la rata y el gato ha sido extraido de preparaciones crudas de

membranasmediante detergentes no iónicos o sales biliares. El

receptor extraido fue puriíicado por cromatografía de afinidad
usando toxinas curaremiméticas, agonistas o antagonistas

nicotinicos unidos covalentemente a agarosa (ver Tabla 2 en Karlin
1980).

La maximaactividad especifica, determinada por la

fíjaCiDn de toxinas curaremiméticas marcadas, del material

purificada oscila entre ó y 12 “moles de toxina/g de proteina, Las
diferencias entre los distintos laboratorios se deben al

procedimiento de puri+icacion y al tipo de toxina y ensayo de



fijación utilizados (Karlin, 1980).

I.3 CARACTERIZACION MOLECULAR DEL RECEPTOR AISLADÜ DEL ORGANO

ELECTRICO DE TDRPEDÜ

1.3.3 Dimensiones y forma

El receptor de TorQedo5p., presenta propiedades
hidrodinamicas heterogeneas.

Reynolds y Karlin (1978), demostraron mediante tecnicas

de equilibrio y de velocidad de sedimentacion que el receptor
nicotlnico purificado del organo electrico de I¿ californica
existe en dos {ormas moleculares cuyos coeficientes de

sedimentación son 8.6 S y 12.8 S y sus radios de Stokes de 7.3 nm

y 9.5 nm respectivamente. El peso molecular de estas formas es

250.000 y 500.000. Ambasespecies poseen una actividad especifica

de B nmoles de toxina/mg de proteína y su composición en

aminoácidos es similar (McNameey col. 1975) por lo que se las

considera monómeroy dimero respectivamente (Reynolds y Harlin,
1978).

Hamilton y col.(1977) han demostrado que el tratamiento

con agentes reductores de puentes disulfuro convierte la forma

pesada en una forma que sedimenta junto a la forma liviana en

gradientes de sacarosa. Los autores concluyeron que el dfmero esta

formado por la unión de dos monomerosa traves de dichos enlaces.

I.3.b Composición en subunidades

Se ha demostrado por electroforesis en geles de

poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS)que

el receptor purificado de T. californica esta formadopor 4 tipos
de subunidades de peso molecular 39.000, 48.000, 58.000 y 64.000



(Weill y col., 1974). Estos resultados fueron confirmados por

otros autores para diferentes especies de los generos Tgrgedo y

Narcine (ver Tabla 2 en Karlin, 1980) y se denominaron a, 6, T y 8

en orden creciente de peso molecular.

La estequiometrla de las subunidades es 2a:6:T:6, y fue
deducida teniendo en cuenta un peso molecular del monOmerode

250.000, una fijación especifica de toxina de 8 nmoles/mgproteina
para el receptor purificado y los peso molecular de cada una de

las subunidades (Reynolds y Harlin, 1978).

La OrganizaCÍán pentamerica heterbloga de la molécula

del receptor fue confirmada por determinaciones cuantitativas de

geles (Lindstrom y col., 1979) y por secuenciación parcial de las
subunidades (Raftery y col., 1980).

El analisis de la composición de aminoácidos de las

subunidadesde I; californica aisladas por electroforesis en geles
de poliacrilamida en presencia de SDSreveló que existen grandes

similitudes entre las mismasy que todas poseen un alto contenido

de aminoácidos hidrofobicos (Vandlen y col.. 1979; Lindstrom y

col., 1979).

Los estudios de secuenciación parcial de las subunidades

aisladas permitieron observar que existen secuencias homólogas

entre las mismas (Raftery y col., 1980).

La homologia entre 1a subunidades ha sido confirmada por

Tzartos y Lindstrom (1980) mediante el empleo de anticuerpos

monoclonalesdirigidos contra el receptor nicotinico purificado de

IL californica y contra cada subunidad aislada.

Las tecnicas de genetica molecular permitieron conocer

la secuencia completa de las 4 subunidades. A partir de RNAm

aislado del organo electrico se obtuvo el DNAcomplementario que



codifica para cada subunidad y a partir de la secuencia

nucleotidica de este último se ha podido deducir la secuencia

aminoacidica completa de los precursores de cada subunidad del

receptor del genero Torpedo. En el caso de la subunidad a (Noda y

col.. 1982) el precursor posee 461 aminoácidos incluyendo un

prepéptido altamente hidrofobico de 24 residuos due correspondería

a1 péptido señal. Los precursores de las subunidades 6 y 5 (Noda y

col., 1983 a) y T (Noda y col., 1983 b: Claudio y col.. 1983)

poseen 493, 522 y 506 aminoácidos y comprenden una secuencia señal

de 24. 21 y 17 residuos respectivamente.

El peso molecular de la subunidades calculado a partir

de la secuencia primaria de las mismas es 50.116 (a), 3.681 (6),

56.279 (T) y 57.565 (6).

La comparación de la estructura primaria completa de las

4 subunidades confirmo la existencia de una marcada homologia

entre ellas (Noday col., 1983 b).

La alta homologiaexistente entre las subunidades

sugiere que las mismas habrian surgido a partir de un gen

ancestral común (Raftery y col., 1980). La mayor homologia entre

las subunidades a y 6 por un lado y entre las subunidades T y 6

por el otro sugiere que durante la evolucion se produjo

probablemente la duplicación de un gen que dio origen a dos

protogenes, cada uno de los cuales se duplicó y dio origen a los

linajes a - fi, y T - 5 (Noda y col.. 1983 b).

En la actualidad se conocen las secuencias completas de

las cadenas del receptor nicotinico del músculo de varias especies

de mamíferos incluyendo el hombre (ref. en Stroud y Finer-Moore,

1985).

La estructura molecular del receptor nicotinico se ha
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conservado a traves del Phylum Vertebrata,ya que el 55-81%de los
residuos en las secuencias conocidas son idénticos a los residuos

de las cadenas correspondientes en las especies de Torgedo (Stroud

y Finer-Moore,l 1985).

1.3.c Propiedades Quimicas

Se ha demostrado la presencia de hidratos de carbono en

las 4 subunidades del receptor por tinción con acido

periodico-base de Schi+f de geles de acrilamida (Vandlen y col.,
1979).

Mediante tecnicas cuantitativas se ha determinado que

los hidratos de carbono que componenel receptor nicotinico son

manosa, galactosa, glucosa, glucosamina y acido sialico y

representan el 4-72 del peso total del receptor (Lindstrom y col.,
1979).

El receptor purificado de I¿ californica contiene 10

átomos de fos+oro por monbmeroincluyendo fosfoserina (Reynolds y

Karlin, 1978).

I.4 ESTRUCTURA QEL RECEPTOR DE TORPEDÜ EN LA MEMBRANA

I.4.a Membranasricas en receptor nicotlnico
Para poder comprender el mecanismo por el cual el

receptor nicotinico regula el transporte de iones a traves de la

membrana, es necesario comprender cómo la molécula se encuentra

integrada en la misma.

Sobel y col. (1977) han desarrollado un metodo de

purificación de membranasde organo electrico de I; marmorata en

las cuales se ha logrado una concentración de receptor nicotinico



de 4 nmoles toxina/ mgproteina. En las preparaciones mas

purificadas de membranasel receptor representa 40-50 Z de la masa

de proteina total.
Reed y col. (1975) observaron que los fragmentos de

membranasricos en receptor nicotlnico de T. ca1i+qrnica
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

poseen los mismoscomponentes polipeptidicos que el receptor
purificado.

En preparaciones de membranaspurificadas de IL

marmorata analizadas por 1a misma tecnica se observo una banda
predominante entre las subunidades a y 6. Un componente de dicha

banda se denomina “proteina de 43.000" (Sobel y col., 1978) o

"proteina Q " (Hamilton y col., 1979).

La proteina de 43 Hdaltons puede ser extraída en forma

selectiva de las preparaciones de membranasricas en receptor

nicotinico de Torgedo sp. cuando las mismas son tratadas con una

solución alcalina (pH 11) por 1 hora a 23°C. Las propiedades

funcionales del receptor no se alteran en ausencia de dicho

componente (Neubig y col., 1979).

Se ha observado que la proteina de 43 Kdaltons se ubica

en el lado citoplasmatico de la membranay su funcion esta

relacionada con el anclaje del receptor a la misma (para una

revision sobre el tema ver Karlin, 1980).

I.4.b Disposición del receptor en la membrana

En esta sección y la siguiente se mencionaran los

aspectos mas importantes sobre 1a disposicion del receptor en 1a

membranay los modelos postulados. Excelentes revisiones sobre el

tema se pueden encontrar en Karlin (1980), Finer-Moore y Stroud



(1985). y Karlin (1983).
Las membranasricas en receptor nicotinico del genero

TorQedopresentan por tinción negativa y congelación-grabado al

microscopio electrOnico particulas de 8-9 nmde diametro con una

región central oscura de 2 nm. La densidad de dichas partículas es

de 10.000/umz. Mediante el empleo de anticuerpos contra receptor

purificado de I¿ californica acoplados a oro coloidal o a
ferritina, se ha demostradoque tales particulas corresponden al

receptor. Cada partícula es la imagen de un monomerode receptor y

el dlmero aparece comodos particulas contiguas. Por analisis de

imágenes computarizado se ha demostrado que existen cinco picos de

distinta densidad electrónica distribuidos alrededor del poro
central Y que COFVESPOÜÜEFÏana las cinco subunidades que componen

el receptor nicotinico.
En el plano perpendicular a la membranael receptor de

IL californica se extiende 5 nmhacia el esoacio extracelular y

1,5 - 2 nm hacia el lado citoplasmatico de la membrana, con una

longitud total de 11 nm, lo que fue demostrado mediante el empleo

de anticuerpos contra el receptor purificado acoplados a

+erritina, por di+raccion de rayos X de vesículas y por tinción

negativa de membranastratadas con anticuerpos acoplados con oro
coloidal o ierritina.

Cada subunidad es accesible al ataque proteolitico por
tripsina, a la fijación de anticuerpos y a la iodinacion

radioisotopica a ambos lados de la membrana, lo que sugiere que
las cinco subunidades atraviesan la misma.

Se ha observado por tinción negativa de membranas que un

canal atraviesa las mismas y que tiene un diámetro de 0.7 nm.

Las subunidades a no se disponen en forma contigua
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alrededor del canal, y no se conoce con certeza si es la subunidad
6 o la T la que se ubica entre ambas subunidades a.

I.4.c Modelos de la organización del receptor en 1a membrana

A partir de las secuencias completas de las subunidades

que componen el receptor (Noda y col., 1982; 1983 a; b; Claudio y

col., 1983; Devillers-Thiery y col., 1983) se pueden reconocer en
cada subunidad las siguientes regiones:

a) Una secuencia señal altamente hidrofóbica formada por 17-24

aminoácidos y que esta ausente en la proteina madura.
b) Un dominio hidrofllico de 210-224 aminoácidos.

c) Una región hidrofobica de 68 aminoácidos, que se puede dividir

en tres regiones Mi, M2y M3de 19-27 residuos no cargados

delimitadas por residuos polares y que podrian formar a-hélices.
d) Un dominio hidrofllico de 109-146 aminoácidos.

e) Una cuarta región hidroíobica (M4) de 29-46 residuos, de
estructura a-hEIice.

Los autores coinciden en que el extremo amino terminal

de las subunidades se dispone hacia el lado extracelular de 1a

membrana. Esto fue opservado por Wennogle y Changeux (1980)

quienes demostraron que el extremo amino terminal y los residuos

de hidratos de carbono se preservan luego del tratamiento
proteolltico selectivo de las subunidades desde el lado
citoplasmatico de la membrana.

Lo que aun queda por establecer es el numero y

orientacion de los segmentos que atraviesan la membrana. En dos

trabajos de revisión (Changeux y col., 1984; Guy y Hucho, 1987) se

discuten los modelos propuestos hasta el momentosobre 1a

disposicion del receptor en la membrana.



Un primer modelo propone que la molécula atraviesa la

bicapa lipidica 4 veces a nivel de las 4 regiones hidrofbbicas de
la molécula de receptor nicotinico. Comoconsecuencia de esta

disposición el extremo carboxilo terminal se orienta hacia el lado
extracelular de la membrana. Numay colabOradores, proponen que

serian los segmentos M1y M2los que forman el canal por ser los

mas conservados en las 4 subunidades. Más recientemente, Changeux

y colaboradores, han propuesto que es el segmento Mz el que forma

el canal. Esto se debe a la observacion que los bloqueantes no

competitivos, que se piensa se fijan a1 canal del receptor

nicotinico , marcan aminoácidos especi+icos dentro de dicho

segmento y a experimentos de mutagenesis dirigida que revelan la

importancia de la regióm Mzen las propiedades de conductancia de

1a membrana de Xenopus sp.

El segundo modelo propuesto por Finer-Moore y Stroud y

por Guy, postula la existencia de una quinta a-helice anfipatica

(MA)formada a expensas del dominio citoplasmatico. Esta hélice

an+ipatica, con una faz hidrofbbica continua hacia un lado y una
hidrofllica hacia el otro constituiría una interfase entre el

canal y los dominios hidrofobicos de la membrana. Este canal

cargado, con 21 cargas (—)y 19 cargas (+), seria entonces

selectivo para los cationes. Con la incorporaciOn de un quinto

segmento que atraviesa 1a membrana, el extremo carboxilo terminal

queda expuesto hacia el lado citoplasmatico de 1a membrana.

Lindstrom y colaboradores han propuesto un tercer modelo

a partir de sus estudios utilizando anticuerpos monoclonales.

Según este modelo, la a-hélice anfipatica y el segmento H4
estarian ubicados fuera de la membranaen el dominio

citoplasmático de la molécula; se postula, ademas, la existencia
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de dos segmentos adicionales denominados Ma, de estructura de hoja

plagada, y M7, de naturaleza anfipatica y de estructura u-helice,
que formaría el canal.

1.5 ACTIVACIÜN E INACTIVACIÜN DEL BECEPTDR NICDTINICÜ

I.5.a El concepto de desensibiliaacion
La desensibilizacion es un termino que describe la

perdida de la sensibilidad celular comoconsecuencia de la

presencia prolongada de un activador. El fenomeno de

desensibilizacion se ha observado en una amplia variedad de

sistemas celulares, desde las bacterias hasta los mamíferos, lo

que sugiere que constituye un componenteregulatorio importante de

la capaCidad homeostatica de los procesos de reconoc1miento

celular (Triggle, 1981).

Se puede distinguir una desens¿gillgac16n aguda, que se

desarrolla en forma rapida, es generalmente reversible y resulta

en la pérdida de la funcion del receptor (inactivacion funcional)

y una desensibilizacibn cronica que es lenta v esta acompañadade

una reduccion en el número de receptores (regulacion en menos o

"downregulation").
El fenomeno de desensibilizacion ha sido observado en

varios sistemas: los receptores adrenErgicos de tipo a y 6, los

receptores a opiaceos, el receptor a la IgE en los mastocitos, el

receptor a 1a insulina y el receptor a1 factor de crecimiento
epidérmico. En todos estos casos 1a señal para la

desensibilizacibn es la fosforilacion de la molecula del receptor.

Otros dos sistemas estan relacionados con la regulacion

y adaptacion de los receptores (Levitzki, 1986). Ambosinvolucran

modificaciones covalentes de los receptores implicados. Unode
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ellos lo constituyen las bacterias que tienen la capacidad de
adaptarse a los cambios en la composición quimica del medio. El

mecanismode adaptación involucra la metilacion del receptor, y el
mayor o menor grado de metilacibn esta dado por un balance en las

actividades de metilasas y esterasas. El segundo es el sistema

visual de los mamíferos en el cual la luz activa la rodopsina y

por lo tanto es análogo a un sistema 1igando-receptor. La
rodopsina activada a su vez activa la transducina. La

desensibilización de la señal visual, que permite 1a adaptacion a
distintas intensidades de luz, se deberia a la fosforilacibn de la
rodopsina que ya no seria capa: de interactuar con la transducina.

La desensibilizacion de la respuesta del receptor
nicotinico fue descripta por Katz y Thesle+f (1957) e involucra un

cambio conformacional de 1a molécula y no una modificación

covalente de 1a misma. Sin embargo, recientemente se ha demostrado

que la fosforilacion del receptor nicotinico acelera la velocidad
de desensibilizacion (Huganir y col., 1986).

I.5.b Activación e inactivacion (desensibilizacion) del receptor

_icotinigg
Durante la transmision nerviosa a nivel de la union

neuromuscular y en la electroplaca se produce una rapida

liberación de acetilcolina, su concentracion local se eleva a
10-3M—10-“Mpor sobre el nivel basal de IO’BM (Huffler y

Yoshikami, 1975).

Comose menciono anteriormente, el receptor nicotinico

opera a traves de un canal que se abre al unirse la acetilcolina,I

y por el Cual IDS iones Na‘ y K‘ atraviesan la membrana a favor de

sus gradientes electroquimicos.



La curva de la respuesta del receptor en funcion de la
concentración de acetilcolina es sigmoidea (Hat: y Thesletf, 1957

y referencias en Changeux, 1981), siendo el coeficiente de Hill

(nH) de 1,8, lo que sugiere que a1 menos dos moleculas del

agonista contribuyen a la apertura del canal. Noesta establecido

aún si 1a forma de la curva dosis-respuesta se debe a {enómenos

cooperativos en 1a fijacibn de acetilcolina. Se ha observado

cooperatividad positiva en la fijacion de acetilcolina a1 receptor

nicotlnico en ciertas condiciones experimentales (Webery
Changeux, 1974 b; Cohen y col., 1974; Covarrubias y col., 1986).

Kat: y Thesleff (1957) observaron que cuando la

acetilcolina era aplicada durante varios minutos sobre las placas

terminales del músculo sartprio de la rana ee producía una

disminucibn de la amplitud de 1a respuesta de 1a fibra muscular a
1a acetilcolina. Los autores postularon que durante la exposiciófi

prolongada del músculo a la acetilcolina, 1a membrana

postsinaptica se convertía en una forma no reactiva hacia el

agonista es decir se "desensibilizaba" y sugirieron un modelo
cíclico para explicar este fenómeno.

a

s+A.—:_:::sa
(rapido)

(lento) k2 k4 k3 K1 (lento)

8+8_>sa
b

(rápido)

De acuerdo a esta hipótesis el receptor puede existir en



dos estados: uno activo (A) y uno inactivo (B),y solo A es capaz

de producir la despolarización de la membranamuscular al unirse

al ligando (S). Las condiciones que deben cumplirse son a) la

constante de afinidad de B (b) sea >} que la constante de afinidad

de A (a): b) la constante de velocidad de la transición de SA a SB

(kn) debe ser fi que la constante del proceso opuesto (k3) y

c) a/b b kz/kz

Este modeloexplica la relación entre la velocidad de

desensibilización y de reactivación, y la dependencia de la
velocidad de desensibiliaación con la concentración de

acetilcolina aplicada observadas experimentalmente.
El +enómenode la desensibilización se ha observado

luego del tratamiento prolongado a agonistas del receptor

nic°t1nico del órgano electrico en membranasnativas (Sugiyama y
col., 1976; Walker y col., 1981 b; Neubig y col., 1982) y en

membranasreconstituidas (Walker y col., 1982). Esto ultimo

sugiere que se trata de una propiedad intrinseca del receptor.
En las especies del genero Torgedo la desensibilización

ocurre en dos etapas: una rapida (en el rango de mseg) y una lenta

(en el orden de seg) (Walker y col., 1981 b; 1982).

1.5.c Cambios conformacionales inducidos ggr la unión de ligandos

al receptor
Cuandose intentó estudiar la correlación entre la

fijación de agonistas con la apertura del canal iónico se observó

que la constante de disociación en equilibrio de la acetilcolina
era 4 a 5 órdenes de magnitud inferior que la constante de

disociación aparente para la respuesta (Webery Changeux, 1974 b).

Este problema fue resuelto a traves de los estudios del cambio de



las propiedades de fijación de ligandos al receptor nicotlnico en
función del tiempo de exposición a los agonistas.

La exposición de fragmentos de membranas de IL mármorata

a agonistas pero no a antagonistas produce una disminucióh de 1a

velocidad inicial de «Fijación de [3H]—a—toxinay este cambio
corresponde a un aumento de afinidad del reCeptor nicotfnico para
Carb. El desarrollo temporal del cambio de afinidad es similar al

curso temporal de la disminución de la amplitud de la respuesta

IUEQOde la DVEÍHCUbaCiÓncon el agonista. Se propuso, entonces,

que el receptor nicotfnico se encuentra en la membranaen reposo

en un estado de baja afinidad por los agonistas, y que 1a

estabilización del estado de alta afinidad se correlaciona con la

desensibilización farmacológica (Webery col., 1975).
El incremento en la afinidad del receptor nicotfnico

para agonistas luego de una exposicióh prolongada a 105 mismos {ue

comprobadodirectamente mediante la utilización de un marcador de

espln (Weiland y col., 1976). La correlación entre el cambio de

afinidad en presencia de agonistas y 1a desensibilización
fisiológica fue corroborada ampliamente (Weiland y col., 1977;

Quast y col., 1?78; Weiland y Taylor, 1979).

Mediante el empleo de un agonista nicotfnico
fluorescente: el B-(metabromuro)etil Ester del acido ó­

5-(dimetilamino)-1-na+talen sulfonamido hexanoico (Dns-Ca—Cho)y

técnicas de cinética rapida para medir su fijación a fragmentos de

membranasricos en receptor nicotinico de IL armoratá, Heidmanny

Changeux (1979) han detectado los distintos estados

conformacionales del receptor nicotinico. Un aumento rapido en la

intensidad de fluorescencia (en el rango de tiempo de mseg) se

correlacionó con 1a unión del agonista a una población de sitios



de alta afinidad (Ko: 3nM), que existen previamente en la membrana
y que representan el 20 Z de las moleculas de receptor; un proceso

intermedio (en el rango de mseg a seg) corresponde a la unión del

agonista a sitios de baja afinidad y un proceso lento (seg)

corresponde a la transición de un estado de baja afinidad a uno de

alta afinidad. Posteriormente, Heidmanny col. (1983 a) mediante

estudios de fijación de Dns-Ca-Cho y de cambios en 1a

permeabilidad iOnica producidos por el mismoagonista pudieron

correlacionar los tres estados conformacionales del receptor por

ellos detectados: el estado de baja afinidad (SOHM),el estado

transitorio de afinidad intermedia (1 MM)y el estado de alta

afinidad (3 nM), con un incremento de 1a permeabilidad

(activación) y con las etapas rápida y 1enta del proceso de

desensi bi l i zación respectivamente.

I.S.d Modelosfuncionales del rECeptor nicotinico
El modelo mas aceptado y que es compatible con los

estudios e1ectro+isiolbgicos y bioquímicos realizados hasta el
momento, es el modelo alosterico. Este modelo es una adaptaCion

del modeloconcertado para las transiciones alostéricas de las

enzimas propuesto por Monody col. (1965) y el modelo de Hat: y

Thesleff (1957) para la desensibilizacion del receptor nicotinico
del músculo esquelético. Según el modelo alosterico (Neubig y

Cohen, 1980; Heidmann y Changeux, 1980) el receptor nicotlnico

puede encontrarse en cuatro estados: estado de reposo (R), estado

activo (A), un estado al cual se llega luego de 1a etapa rapida de

desensibilizacibn (I) y estado desensibilizado (D). Los estados R
y D coexisten en la membrana. E1 estado R es favorecido en

ausencia del aQOnista y el estado D en su presenCia. La afinidad



del receptor nicotinico para 1a acetilcolina aumenta de R a D a

traves de A e I, siendo las constantes de disociación 50 a 100 un

para el estado R, menor que 1 un para el estado I y 3 a 5 nMpara

el estado D. Los estados son discretos e interconvertibles.

El modelo se puede esquematizar de la siguiente forma:\
Se han propuesto otros modelos conformacionales del

receptor nicotínico (referencias en Covarrubias y col., 1986). Uno

de ellos es el modelo ocupacional (Maeliche v Prinz, 1983). Según

este modelo, el cual de basa únicamente en datos de fijación de

agonistas y antagonistas a1 receptor nicotinico, los distintos
confbrmeros del receptor no preexisten en 1a membrana. Los mismos

son inducidos por la union del ligando al receptor. De esta manera

el modeloocupacional se refiere a "estados especificos del

receptor ocupado por el ligando" en contraposición a "los estados

existentes en ausencia del ligando" propuestos por el modelo
alosterico.

I.5.e Mecanismosde activacion e inactivacion del receptor

nicotlnico deducidos por estudios de cinética rapida

El pasaje de iones a través de 1a membrana mediado por

el receptor nícotlnico produce una señal electrica cuya amplitud

está determinada por la velocidad relativa a la cual los iones



pasan. Esta velocidad depende del número de canales abiertos y de

1a concentración del agonista.

Hess y colaboradores han desarrollado un metodo para

medir la velocidad del flujo iónico en un rango de tiempo

relevante desde el punto de vista fisiológico. Esta tecnica fue
desarrollada en primer termino en vesículas de g; electricus (Hess

v col., 1979) y se denomina de flujo interrumpido ("quenched
flow").

Los estudios se basaron en cuatro tipos de
determinaciones: 1) velocidad de flujo del estado activo del

receptor 2) velocidad de flujo correspondiente al equilibrio entre
las formas de reposo y desensibilizada del receptor: 3) velocidad

de inactivacion (desensibilizacion) de la respuesta: 4) velocidad
del proceso de recuperacion del estado inactivo. En base a estas

determinaciones, realizadas sobre un amplio rango de

concentraciones de los agonistas Carb y acetilcolina, se postulb
un mecanismo minimo y una ecuacion integrada de velocidad de flujo

basada en dicho mecanismoque relaciona la fijacion de ligandos

con el fenómeno de translocacion iónica (Cash y Hess, 1980; Hess y

col., 1980; Aoshima y col., 1980; 1981).

Los parametros obtenidos a partir de los estudios de

cinética rapida, tales comoel numero de iones que pasan por canal

y por unidad de tiempo (107 iones por molecula de receptor

nicotinico y por segundo) y 1a constante especifica de velocidad

de flujo iónico (3 x 107 M" seg") son comparables con los

resultados obtenidos por mediciones de conductancia de canales

únicos en celulas musculares (Hess y col., 1981).

La mismametodologia se aplico a las vesículas

preparadas a partir del órgano eléctrico de IL californica,



espacie en la cual la desensibilizacion ocurre en dos etapas
(Walker y col., 1981 b; Hess y col., 1982). Las mismas propiedades

cinéticas Fueron observadas utilizando receptor nicotinico

purificada de I¿ californica y reconstituidg en liposomas (Walker
y col., 1982).

El modelo minimo propuesto por Hess y colaboradores para

el receptor nicotlnico de las especies de Igggggg, se basa en el

modelo clclico de Katz y Thesle++ (1957). En el modelo cinetico no

se presupone que R y D existan previamente en la membrana o que D

sea inducido por la union del ligando L al receptor nicotinico.

L L

+ + (1 (É J‘

R”—_-__>¡ RL l >52“, > ¡”L2 á >
(cerrado) (abierto) Flujo ionico

a

k1: k2: k34 k4; R*L2PE

donde Ki>>í2

KC1=klekiz y Kc2=k43/k34

En este modelo minimo se requieren dos constantes de

disociación microscópicas del ligando K1 y K2, y tres constantes

conformacionales de equilibrio Ho: y Kc: y á (constante de
equilibrio de cierre del canal).

La ecuacion integrada de velocidad de {lujo iónico (Hess

y col., 1982) que se ajusta al modelo es la siguiente:

“30..



1_e-_t 1-e-Ot

P1=No 1-exp"JAtcn— +J: —
0K (-3

donde MY No son las concentraciones del ion adentro y afuera de
la vesículas.

a es el coeficiente de velocidad de la inactivacion rapida.
6 es el coeficiente de velocidad de la inactivacion lenta.

JAto>=J"[F("L2]abierto

Jz=J ‘[F\"'L2] PE
De esta forma se han podido estimar los valores de la

constante de velocidad de flujo inicial JA m." (31o seg -1)_ 105

coeficientes de velocidad de la etapa rapida ümln (2 seg") y de
la etapa lenta 6 (0,12 SEQ") de la desensibilizacibn y la
constante de velocidad del flujo lento luego de la inactivación

rapida Jtm.n (1,3 seg").

Recientemente, Hess y colaboradores (revision en

Udgaonkar y Hess, 1987) han demostrado mediante experimentos de

cinética rapida, la existencia de un sitio de union de
acetilcolina distinto del sitio que conducea la apertura del
canal y a la inactivacion (desensibilizacion) del receptor
nicotlnico.

La {ijacion de 1a acetilcolina a dicho sitio, denominado

sitio isosterico, depende del potencial de membranay previene 1a

formación de canales. Mediante la regulacion isosterica se

disminuye el número de moleculas de receptor nicotinico capaces de

formar canales durante la transmision nerviosa a un valor critico,
cercano al valor minimorequerido para producir la respuesta. De



esta forma la respuesta de 1a celula postsinaptica se hace
particularmente dependiente de la concentración de acetilcolina
liberada. La regulacibn isosterica se produce en una escala de

tiempo comparable con la apertura del canal (1 mseg) y asf la

desensibilización, cuya primera etapa transcurre en un rango de
tiempo de 100 a 300 mseg! Cumplirfa una función regulatoria

impidiendo la transmiSíÓn de una nueva señal, cuando el numero de

receptores activables es el mínimorequerido para la respuesta.

1.5.f Factores que modifican la desensibilizació} del recegtor
nicotinico

Se ha descripto la existencia de sustancias capaces de
modificar la velocidad a la cual se produce la desensibilizacidn

del receptor nicotfnico.

Mediante experimentos electrofisiologicos se ha

demostrado en preparaciones neuromusculares de la rana que el gig:

acelera la velocidad de desensibilizacidn en presencia del

agonista Carb, y se postuló que el dicho catión actuarfa
directamente sobre la molécula del receptor nicotfnico promoviendo

el estado inactivo (Manthey, 1966). Se ha sugerido, también, que

el Ca=*se unirfa a los grupos fosfato de los fosfollpidos de 1a
membranas {ormando complejos que afectarfan e1 Funcionamiento

normal de los canales (Magazanick y Vyskocil, 1970).

El efecto del Ca=* sobre la velocidad de

desensibilización fue observado en fragmentos de membranasricos

en receptor nicotlnico de IL marmoratasiguiendo la velocidad de

inactivación del flujo de ==Na*(Sugiyama y col., 1976).
Otro factor que acelera la desensibilizacion del

receptor nicotinico es la «QEorilggibn; y se ha determinado que



los sitios que se fosforilan por una proteinaquinasa dependiente

de AMPc, son la serina 354 de la subunidad T y la serina 361 de la

subunidad 6. ambas localizadas en el pequeño dominio hidrofllico

de la molécula de receptor nicotinico orientado hacia el

citoplasma (Huganir y col.. 1986).

Más recientemente se ha observado que una hormona del

timo, la timogozetina, bloquea la transmisión neuromuscular

aparentemente promoviendola desensibilizacibn del receptor

nicotinico (Revah y col., 1987).

1.5.9 Efecto de las hormonas del timo sobre la transmisión
neuromuscular

Las timopoyetinas I y II (originalmente denominadas

timinas I y II) son dos polipeptidos estructuralmente relacionados

que pueden ser aislados del timo bovino (Goldstein. 1974). Debido

a que estos polipeptidos fueron aislados a partir de la reunion de

timos de diferentes animales y a que son indistinguibles desde el

punto de Vista funcional, se los considera el producto de un único

gen polimbrfico (Audhva y col., 1981) y se los denomina

genéricamente timopoyetina (Tpo).

Mediante tecnicas inmunohistoquimicas utilizando un

anticuerpo policlonal dirigido contra un péptido sintético que
contiene el sitio activo de la Tpo, se demostró que la hormona se

localiza en las células epitelio reticulares del timo (Viamontesy
col., 1986).

La Tpo tiene varios efectos en el sistema inmunológico.

Se demostró que la hormona induce la diferenciación de

protimocitos de la médula osea y del bazo del raton a celulas con

las caracteristicas antiqenicas y funcionales de los timocitos

-33­



tanto "in vitro” (Basch y Goldstein, 1974: 1975; Homuroy co1.,

1975) como "in VIVO" (Scheid y col.,l 1975). Estos cambios

involucran la adquisición de antigenos de diferenciación TLy

Thy-1 (B) y la capacidad de responder a1 mitógeno concanavalina A

(Basch y Goldstein, 1975). Por el contrario 1a Tpo inhibe la

maduración de los linfocitos B, lo que queda evidenciado por la
incapacidad de las celulas tratadas "in vitro“ con 1a hormonade

expresar el antígeno PC, el cual constituye el segundo paso en la

diferenciación de las celulas B (Scheid y col., 1978). Ademasla

Tpo modula los linfocitos maduros incrementando los niveles de

GMP:y disminuyendo los de AMPc, y aumenta la respuesta

Pr011{eratiVa de las Células T periféricas a la estimulación
alogeneica (Sunshine y col., 1978).

Ademasde las acciones inmunológicas, 1a Tpo tiene
efecto sobre la transmisión neuromuscular. La idea de la

existencia de una sustancia liberada del timo que bloquea 1a

transmisión neuromuscular surgió del estudio de 1a enfermedad
neuromuscular conocida comoMiastenia Gravis. Esta enfermedad se

caracteriza por la aparición de signos de debilidad y
fatigabilidad muscular causada por un defecto en la transmisión

neuromuscular y está asociada generalmente a patologías en el
timo.

Se postuló que una respuesta autoinmune, supuestamente

originada en el time, provocaría la secreción en exceso de una

sustancia tfmica responsable del defecto en 1a transmisión

neuromuscular (Goldstein y Manganaro, 1971).

Se demostró que luego de la administración prolongada de

un extracto de timo bovino a cobayos se produce un bloqueo de la

transmisión neuromuscular (Golstein, 1968).



Posteriormente se observó que la Tpo purificada produce

una disminución de 1a amplitud de los potenciales de acción del

músculo de 1 a 5 dias despues de ser administrada a ratones

(Goldstein, 1974).

Se ha estudiado la secuencia de aminoácidos completa de

la Tpo y se determinó que la hormona consiste en una unica cadena

polipeptidica de 49 aminoácidos y un peso molecular de 5562

(Schlesinger y Goldstein, 1975; Audhyay col., 1981). Las

secuencias aminoacidicas de las timopoyetinas I y II difieren

únicamente en tres residuos y debido a la gran similitud de sus

efectos, se piensa que desde el punto de vista funcional se

trataría de un mismopolipeptido (Audhyay col., 1981).

Se ha sintetizado un tridecapeptido correspondiente a la
secuencia 29-41 de la Tpo y se demostró que al igual que la

hormonaentera, el peptido de trece aminoácidos induce 1a

diferenciación de los protimocitos a linfocitos T (Schlesinger y
col., 1975).

Másaún, los efectos inmunológicos, es decir la

inducción de la diferenciación de protimocitos a timocitos y la

inhibiCiOn del Ultimo paso de la diferenciación de las celulas B,

son reproducidos por un pentapéptido sintetico correspondiente a
las posiciones 32-36 de la Tpo y cuya secuencia aminoacldica es

Arg-Lys-Asp-Val-Tyr (Goldstein y col., 1979). Estos hallazgos
sugirieron que el pentapéptido, denominado timopentina (TpS)

corresponde a1 sitio activo de la Tpo y es utilizado con fines

terapeüticos comosustituto de la Tpo.

Se demostró, ademas, que la TpS bloquea la transmisión

neuromuscular en el ratón (Audhya y col., 1984).

E1 mecanismo por el cual 1a Tpo y la TPS bloquean la



transmisión a nivel de las sinapsis colinergicas no se conoce
todavia. Se ha demostrado que la Tpo se fija al receptor

nicotlnico de IL californica (Venkatasubramaniany col., 1986) y

promueve la desensibilizacion del receptor (Revah y col., 1987).

1.6 ¿IGANDOS NICÜTINICOS FARMACOQÜGICAMENTEACTIVOS

1.6.a Agonistas z antagonistas competitivos.

Los estudios de fijación de [3H]—a—isotoxinaa
fragmentos de membranasricos en receptor nicotlnico de IL

marmorata y g¿ electcicus (Weber y Changeux, 1974 a; b), y de [3H1­

-acetilcolina y[3H]-d-TC (Neubig y Cohen, 1979) permitieron
demostrar que los agonistas y antagonistas nicotlnicos y las
toxinas curaremimeticas se unen a un sitio comunen la molécula

del receptor.

Neubig y Cohen (1979) demostraron, ademas, que la

estequiometrla de la fijación de d-Tc,l acetilcolina y u-BuTxes

0.9 t 0.1 : 0.9 i 0.2 : 1 respectivamente, lo que sugiere la

existencia del mismonumerode sitios para dichos ligandos.

Se ha observado que el receptor nicotlnico posee un

puente disulfuro en la vecindad del sitio de fijación de
acetilcolina. En efecto, la respuesta de la electroplaca a la
acetilcolina o a análogos es inhibida en presencia de bajas
concentraciones del agente reductor ditiotreitol (DTT)y se

recupera mediante la aplicación de un agente oxidante tal comoel

ferricianuro de potasio o el 5,5’-ditiobis—(E-nitrobenzoato). Si
luego de la reduccion se agrega N-etilmaleimida, la inhibición es

irreversible (Karlin y Bartels, 1966).

Neil] y col. (1974) demostraron por electro+oresis en

geles de poliacrilamida en presencia de SDSdel receptor



nicotinico purificado del organo eléctrico de IL galiigrnica

tratado con el reactivo de afinidad 4-(N-maleimido)benciltri[3H]­
metilamonio ([SH]MBTA)que únicamente la subunidad a aparece
marcada en forma especifica. Este resultado sugirió que la

subunidad a contiene la totalidad o parte del sitio de fijación de
acetilcolina. Esto fue corroborado posteriormente mediante el

empleo de otro marcador de afinidad. la bromoacetilcolina (BAC)

(Damle v col.. 1978).

La molécula de receptor posee dos sitios de union de

acetilcolina. Esto fue sugerido por primera ve: por Reynolds y

Karlin (1978) considerando oue el receptor purificado fija 8

anIES de tOXina/mg DFOtEÍna (McNameey col., 1975) y un peso

molecular del monbmerode 250.000, por ellos determinado. La

existencia de dos sitios de unión para acetilcolina por molécula
de receptor nicotlnico fue confirmada por Neubig y Cohen (1979),

mediante experimentos de fijación de[36}aceti1colina a fragmentos
de membranas de 1952299 sp.

Ambossitios no son equivalentes. ya que difieren en sus

parametros cinéticos de disociación de a-toxinas (Maelicke y col.,
1977) y sólo la mitad de los sitios es marcada por reactivos de

afinidad (Weill y col., 1974; Damle y col., 1978: Delegeane y

McNamee,1980). Más aun en preparaciones de vesículas ricas en

receptor de IL californica tratadas con BACy METAse observo que

ambossitios pueden ser activados y desensibilizados en forma

independiente (Delegeane y McNamee,1980).

La subunidad a madura posee 7 residuos de cisteina (Noda

v col.. 1982), v actualmente se esta estudiando cuales de estos

residuos forman el puente disulfuro cercano al sitio de fijación

de acetilcolina: las evidencias indican que serian los reSiduos de



cisteina 192 y 193 los involucrados en la {ormacion de dicho
enlace.

Kao y col.(1984) han demostrado por secuenciación de

fragmentos de la subunidad a purificada, que únicamente los

residuos de cisteina 192 y 193 son marcados en forma especifica

con[’H}MBTA.Estas observaciones son consistentes con el hecho de
que estos residuos de cisteina se encuentran sólo en la subunidad

a. Se ha demostrado, además, que los fragmentos proteoliticos que

comprenden los residuos 173 a 204 (Wilson y col., 1985) y los

{ragmentos sintéticos que involucran los residuos 185 a 196
(Neumann y col., 1986) fijan a-BuTH y d-Tc.

I.ó.b Blogueantes no competitivos
La respuesta de la membranapostsinAptica a la

acetilcolina en 1a uniOn neuromuscular y en las sinapsis del

organo electrico es bloqueada por una serie de compuestos,
diferentes de los antagonistas nicotfnicos c1ásicos, denominados

bloqueantes no competitivos. Estos compuestos inhiben la respuesta
a la acetilcolina uniendose a un sitio distinto del sitio de
fijación del agonista.

Son bloqueantes no competitivos del receptor nicotinico

(Fig. I): los anestésicos locales aminados, los tranquilizantes
mayores (clorpromazina), drogas antihelmlnticas y antipalüdicas

(quinacrina), alucinbgenos (fenciclidina), la histrionicotoxina,
toxina extralda de la piel de la rana colombiana Qgggggggtgg

histrionicus, el catibn lipo+ilico trifenilmetilfosfonio, y
compuestos que interactuan con los lípidos tales comodetergentes

y acidos grasos, Fosfolipasasl anestésicos generales y alcoholes.
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I.ó.b.i Probables mecanismosde acción de los blogueantes no
competitivos

Los experimentos electrofisiológicos en los cuales se
estudió la actividad electrica del músculosartorio de 1a rana en

presencia de los agonistas acetilcolina o suberildicolina y de los

bloqueantes no competitivos procaina y derivados de la lidocaína
mediante el análisis de ruido (Katz y Miledi, 1975); salto de

voltaje (Adams, 1977) y registros de canales únicos (Neher y

Steinbach, 1978), sugirieron que los bloqueantes no competitivos

p°drfan actuar mediante un mecanismo gggfigigg es decir bloqueando
el canal cuando el mismose encuentra abierto.

Moblin y Lester (1979) han demostrado por técnicas de

salto de voltaje en electroplacas de ELnggtgigus que a

potenciales de membranas poco negativos (- 40 mM), la potencia de

los bloqueantes no competitivos se correlaciona con su solubilidad

en los lípidos y que a potenciales muynegativos (- 175 mV)dicha

correlación no se observa. Los autores sugirieron que ademasdel

bloqueo directo, los bloqueantes no competitivos podrian inhibir
la respuesta fisiológica en forma indirecta a traves de los
lípidos que rodean el receptor.

Neher y Steinbach (1978) propusieron un modelo

alternativo al modeloestérico en el cual los bloqueantes no
competitivos inhibirlan el pasaje de iones por un mecanismo

alosterico, es decir promoviendouna conformación del receptor en
la cual el canal se encuentra cerrado.

Los estudios "in vitro“ favorecen la hipótesis que los

bloqueantes no competitivos actúan a través de un mecanismo

alostErico.

En condiciones de equilibrio, los bloqueantes no
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competitivos aumentan la fijación de [3H]-acetilcolina. Coheny
col. (1974) demostraron que la prilocaina aumenta la afinidad para

la acetilcolina en membranasricas en receptor nicotinico de 1L

marmorata. Kato y Changeum(1976) obtuvieron resultados similares

con histrionicotoxina y su derivado dihidrohistrionicotoxina.
Los experimentos de cinética permitieron demostrar que

la velocidad de conversión lenta de un estado de baja a{inidad por

acetilcolina a uno de alta afinidad se acelera en presencia de
bloqueantes no competitivos (Weiland y col., 1977; Heidmanny

Changeux, 1979; Sine y Taylor, 1982).

También se ha demostrado que los bloqueantes no

competitivos pueden cambiar el equilibrio entre los confórmeros

preexistentes del receptor en ausencia de acetilcolina y

estabilizar la conformación D del receptor (Heidmanny Changeux,

1979; Young y Sigman, 1982; Sine y Taylor, 1982).

I.ó.b.ii gitios de unign de blogueantes no competitivo;
Los primeros estudios consistieron en probar si los

bloqueantes no competitivos interactuaban o no con el sitio de
fijación de la acetilcolina.

Weber y Changeux (1974 c) demostraron que los

anestésicos locales disminuyen la respuesta maximade la

electroplaca de g¿ electricus a la acetilcolina y que las
constantes de protección aparentes del sitio de acetilcolina,
determinadas siguiendo la disminución de 1a velocidad inicial de

fiJaCión dE[3H]-an-isotoxina a fragmentos de membranasde EL
electricus y de T. marmorata en función de 1a concentración de

anestésico local, son 1 ó 2 órdenes de magnitud mayores que las

constantes de disociación aparentes de estos compuestosestimadas



"in vivo". Estos resultados sugirieron que los anestésicos locales

se unen con baja afinidad a1 sitio de acetilcolina y que inhiben

la despolarizacion de 1a electroplaca uniéndose a un sitio
di+erente.

Se han descripto sitios de union para bloqueantes no

competitivos en fragmentos de membranasricos en receptor

nicotinico utilizando una variedad de compuestos {luorescentes v
marcados con isotopos radiactivos.

Grünhagen y Changeux (1976) demostraron que la

quinacrina, ligando iluorescente con actividad farmacológica

similar a 1a de un anestésico local, se fija a fragmentos de

membranasricos en receptor nicotlnico de IL marmorata sólo en

presencia de agonistas y que dicha fijación es inhibida por los
anestésicos locales.

Los derivados de bloqueantes no competitivos marcados

con radioisbtopos utilizados son: [3H}trimetisoquina (Sobel y

col.. 1980), E‘qkmeproadifen (Hrodel y col. (1979),[3H]—perhi­
drohistrionicotoHina (Eldefrawi y col. 1977: 1978: 1980 a: Elliot

y Rafterv 1977. 1979: Aronstam v col.. 1981: Oswald y Changeux,

1981 a) Y[3H}4enciclidina (Hloog y col.. 1980: Eldefrawi y col..
1980 b: Üswald v Changeux 1981 a; b).

Se ÜbEEFVÓque todos los blooueantes no competitivos
estudiados se ¿ijan con alta a4inidad (en el rango uM)al receptor

nicotinico. que la fijación es inhibida por histrionicotoxina v
anestésicos locales. y que los agonistas nicotinicos aumentanla
afinidad de los bloqueantes no competitivos por su sitio de unión.

Eldefrawi y col. (1982) demostraron que la Fijacion de

[3H]-fenciclidina y de [3H}perhidrohistrionicotovina es inhibida.en
presencia de Carb 100 un. por el adamantano v sus derivados,



siendo la amantadina v su sal de cloruro los inhibidores mas
potentes.

Sobel v col. (1980) han demostrado que las vesículas

reconstituldas conteniendo receptor nicotïnico purificado tienen

Dropiedades de fijación de [3H}trimetisoouina similares a las
membranasnativas. Esto indica que al menos parte de los sitios

para blooueantes no competitivos se encuentran en la molécula de
recentor.

Conel fin de localizar el o los sitios de fijación de

los blooueantes no competitivos en la molécu1a de] receptor,

Oswald v Changeux (1981 a y b) utilizaron un derivado radiactivo

de a+inidad del anestésico local trimetisoquina (S-azido [SH]­
trimetisoduina). Los autores observaron due este compuestose fija

en forma selectiva a 1a subunidad 6 del receptor y oue la {ijacion
es inhibida por un exceso de trimetisoouina e histrionicotoxina y

estimulada por agonistas colinérgicos. Esto indico que la
subunidad 6 lleva al menosparte del sitio de unión de los

bloqueantes no competitivos.
La marcación covalente de 1a subunidad 6 se realizo,

también. por irradiación con luz ultravioleta de membranasricas

en receptor nicotlnico en presencia de [3H}perhidrohistrio­

nicotonina,[3H}+enciclidina,[3H}trimetisoduina v[=H}clorpromazina
(Oswald y Changeux, 1981 a). Se observo, en todos los casos, que

1a fijación es aumentada por Carb y es bloqueada por

histrionicot Hina- La [3H}clorpromazina marca las 4 subunidades
del receptor.

Heidmanny col. (1983 b) estudiaron el efecto de varios

blooueantes no competitivos en fragmentos de membranasricos en



agonista nicotinico fluorescente Dns-Ce-Choy técnicas de cinética
rápida. Los autores demostraron que todos los compuestos
estudiados estabilizan a1 receptor en el estado D de alta afinidad

por los agonistas y que pueden ser distinguidos en 2 categorias:
a) bloqueantes no competitivos cuyos efectos son inhibidos por

perhidrohistrionicotoxina (fenciclidina, meproadifeny Triton
X-IOO) y b) bloqueantes no competitivos cuyos efectos no son

inhibidos por perhidrohistrionicotoxina (clorpromazina,
trimetisoquina). En el mismotrabajo se estudió 1a fijación en

equilibrio de bloqueantes no competitivos marcados y se demostro
que los mismosse fijan a sitios distintos del sitio para

acetilcolina. Se distinguieron, entonces. 2 tipos de sitios para
bloqueantes no competitivos: a) un sitio de alta afinidad presente

en una copia por monomerode receptor nicotinico y bloqueable por

perhidrohistrionicotoxina y b) una poblaciófi de sitios de baja

atinidad presentes en nümero de 10 a 30 por monómeroe insensibles

a perhidrohistrionicotoxina. La comparacionentre los estudios
conformacionales y de fijacibn llevo a estos autores a concluir

que el sitio de alta afinidad es responsable del efecto sensible a
perhidrohistrionicotoxina de los bloqueantes no competitivos sobre
las transiciones conformacionales, mientras que los sitios de baja

afinidad serian responsables de los efectos insensibles a dicha

droga. Mediante experimentos de fijaciOn de [3H]-trimetisoquina a
membranasreconstituidas, los autores demostraron que el numero de

sitios de baja afinidad dependede la relaciOn libido-proteina, lo
que sugiere que dichos sitios estarian ubicados en la interfase
lípido-receptor.

Oswald y col. (1983) demostraron que las velocidades de

asociacion y disociación de[3H}fenciclidina a membranasricas en



receptor nicotinico de T. marmorata aumentan por preincubación con

Carb y no por toxinas curaremimeticas, y que dichas velocidades

aumentan muchomas cuando la fenciclidina se coincuba con el

agonista. Estos resultados sugirieron que ademásde estabilizar el

estado D, la fenciclidina se fija muyrapidamente a1 estado A en

el cual el canal se encuentra abierto y acelera la transición al
estado D.

Cox y col. (1985) estudiaron la marcación de los sitios

para bloqueantes no competitivos en membranasricas en receptor

nicotinico de I¿ californica utilizando[3H}quinacrina azida y
tecnicas de cinética rapida. Los autores demostraron que la
acetilcolina induce un estado susceptible de ser marcado y que 1a

marcación es inhibida por los bloqueantes no competitivos

proadifen, quinacrina, clorpromazina, histrionicotoxina y
bupivacaina. Los autores concluyeron que debido a que el curso

temporal de la marcación es mayor que el de apertura y cierre del

canal, el receptor podria ser marcado en el estado de canal

abierto o durante 1a etapa rapida de desensibilización. En el

mismoestudio se determinó que la [3H}quinacrina azida marca la
subunidades a y 6; y dentro de la subunidad a se marca un

fragmento que contenido en el segmento Ml. Dicho fragmento

(residuos 211-237) se encuentra muypróximo a los residuos de Cys

192 y 193 posiblemente involucrados en el sitio para acetilcolina.

La gran proximidad entre ambossitios permitiría explicar la

interacción positiva y recíproca entre ellos (Marlin y col.,
1986).

Giraudat y col. (1986) estudiaron la marcación covalente

de [3H}clorpromazina a membranas de IL _acmpr__a por
{otoactivación en presencia de Carb. Se observó que las 4
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subunidades se marcan. El analisis de aminoácidos de fragmentos de

la subunidad S demostró que la [3H}clorpromazina se une
especificamente al residuo Ser-2 2. Este residuo se encuentra

dentro del segmento M2y los autores proponen oue dicho segmento

podria estar involucrado, al menos en parte, en la formación del

canal iónico.

I.ó.c La amantadina

1-adamantanamina (amantadina) es una amina primaria

triCíclica de estructura simétrica (Fig. I).
La amantadina es una droga oue tiene acción antiviral.

Davies v col. (1964) demostraron que la amantadina inhibe la

multiplicación del virus de la influenza de tipo A. Ai, A2 y C y
el tipo Sendai del parainfluenza. Estos estudios se realizaron "in

vitro" en fibroblastos de pollo, celulas de riñón de monoy perro

y en celulas amnióticas humanas, e "in vivo“ en embriones de pollo

v en el ratón. La droga no produce una inactivación directa del

virus ni tampoco inhibe la adsorción del virus sobre los

{ibroblastos de pollo o eritrocitos, pero sf bloquea o disminuye

la velocidad de penetración del virus a la celula. ya que un suero

que contiene anticuerpos especificos contra el virus produce una

inhibición viral más potente en presencia de la droga. En animales

se observó que si 1a amantadina es administrada antes de 1a

infección viral hay un aumento en el número de animales

sobrevivientes y un aumento en el tiempo de vida de los animales
afectados.

En el hombre, la amantadina administrada por via oral ha

sido utilizada en la pro+ilaxis v en el tratamiento de la
infección producida por el virus Az. Su efectividad es discutida



(Litter, 1975b).

Schlegel y col. (1982) demostraron por tecnicas de
inmunofluorescenciaindirecta, por cuantificación de la sintesis
de ARNdependiente del virus, por infección con virus marcado con

ÉH}uridina y por microscopía electrónica que la amantadina inhibe
la entrada del virus de la estomatitis vesicular a celulas de

ratón en cultivo. Esta inhibición se produciría en el estadio de
asociación del virus con regiones de la membranacelular
recubiertas con clatrina.

La amantadina tiene, además, la propiedad de mejorar
ciertas manifestaciones de la enfermedad de Parkinson. En esta

enfermedad se produce una lesion en la sustancia negra acompañada

de una disminución de la liberación de dopamina que, en

condiciones normales, inhibe las neuronas del cuerpo estriado

(Litter, 1975b).

Grelak y col. (1970) demostraron que la amantadina

aumenta la presión arterial en perros a los que se les inyecta

previamente dopamina y sugirieron que la droga aumenta la

liberación de dopaminade sitios de almacenamientoperiféricos.
Estos autores postularon que la amantadina podría tener un efecto
similar en 1a liberacion de dopamina en el sistema nervioso

central lo que explicaría la eficacia de la droga en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

La amantadina tiene, ademas, efectos en la unión

neuromuscular. Nastuk y col. (1976) estudiaron 1a accibn de la

amantadina en preparaciones de músculo esquelético de la rana. Los

autores observaron que la amantadina disminuye en forma reversible

la tensión isometrica en preparaciones estimuladas indirectamente
a traves del nervio y disminuye 1a amplitud de los potenciales
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postsinapticos excitatorios y los potenciales de placa miniatura.
La amantadina no produce despolarizacion de 1a membranapero

disminuye la despolarizacion inducida por Carb aplicada

iontoforeticamente. Los autores concluyeron que la amantadina
inhibe 1a transmisión neuromuscular reduciendo la respuesta de la
membranamuscular a la acetilcolina.

En un estudio posterior, Albuquerque y col.(1978)

demostraron que 1a amantadina en concentraciones IO-BMy 10-4"

raduce la {iJaCion de [3H}perhidrohistrionicotoxina pero no afecta

1a fijación de[3H]-aceti1colina a fragmentos de membranasde IL
ocellata. Estos resultados sugirieron que la amantadina ejerce su

accion fijándose a1 canal y no al sitio de union de la
acetilcolina. Los autores confirmaron que 1a amantadina 10"M

produce una disminucibn marcada de la despolarizacion inducida por

aCEtÍlCOIÍna aplicada 10nt0*0réticamente en el músculo denervado

de la rata. Mediante técnicas de voltaje impuesto. se observo que

la amantadina a una concentracion de 2 x 10-4M disminuye 1a

amplitud de 1a corriente de placa en el músculo sartorio de la

rana y, a1 igual que otras drogas que a+ectan el canal, reduce el

tiempo de elevación y el tiempo medio de caida de dicha corriente,

y modifica la influencia del potencial de membranasobre 1a

amplitud y el tiempo de caida de 1a corriente de placa.

Tsai y col. (1978) observaron los mismos efectos de la

amantadina sobre las propiedades de conductancia de la membranaen

preparaciones de músculo esquelético de la rata, y demostraron que

la amantadina inhibe el eflujo de zzNa* estimulado por Carb de

microsacos de Torgedo 5p., no afecta 1a fijación de [3H]-aceti1­

colina y[3H]-a-BuTxpero inhibe la fijación de[=H}perhidrohis­
trionicotoxina.
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Warnick y col. (1982) estudiaron los efectos de 1a

amantadina y compuestos derivados sobre las propiedades de

conductancia iónica del músculo sartorio de 1a rana y sobre la

fijación de [3H}perhidrohistrionicotoxina y[ÉH]-acetilcolina a
fragmentos de membranasde IL ocellata. Los autores interpretaron

que la disminución de la amplitud de la corriente de placa

representa un bloqueo de los canales cerrados mientras que el

acortamiento del tiempo medio de caida representa el bloqueo del

canal en su configuracion abierta y que ambas reacciones ocurren

en forma independiente.
Nose han realizado aun estudios tendientes a establecer

si la amantadina ejerce un efecto alosterico sobre el receptor

nicotlnico. similar al de otros bloqueantes no competitivos.

I.7 RECDNSTITUCION DE; RECEPTOR NICOTINICO

I.7.a El concepto de reconstitucion
La reconstitucibn es una estrategia experimental que se

basa en el principio de que las funciones biológicas pueden ser

mejor estudiadas si sus componentes individuales son purificados y
recombinados en forma conveniente.

El objetivo principal de las técnicas de reconstitución

es, entonces, la simplificación del sistema en estudio a1 minimo
número de componentes requeridos para su función.

La reconstitucion de las funciones de transporte a
traves de la membranase ha visto obstaculizada por la dificultad

de aislar y purificar sistemas de transporte, generalmente

insolubles en agua, sin ser dañados.

Las funciones de transporte requieren, ademas, 1a
imposición de un orden o asimetría sobre el sistema. La proteina



transportadora debe ser introducida en la membranaen forma
asimétrica de tal forma de mimetizar la asimetría de las membranas

biológicas (Miller y Racker, 1979).

La funcion de una variedad de proteinas de membranaha

podido ser reconstitulda en membranasartificiales (revisiones env

Miller y Racker, 1979; McNameey Ochoa, 1982; HcNameey col.,

1986).

I.7.b Reconstitucibg del receptor nicotinico en liposomas

Banghamy colaboradores en el aho 1965 demostraron que

las dispersiones acuosas de fosfolipidos formanestructuras
cerradas relativamente impermeables a los iones. Desde entOnces

los liposomas han sido ampliamente utilizados comosistemas modelo

para el estudio de las membranasbiológicas.
Los métodos de reconstitucibn de proteinas de membranas

en vesiculas lipidicas involucran la solubilización de la proteina
y los lípidos con detergentes no desnaturalizantes y la posterior
eliminacion del detergente. Al reducirse la concentracion del

detergente por debajo de la concentracion micelar critica, la

limitada solubilidad del lípido y de ¡a proteina causa su
agregación y formacion de bicapas lípidicas con la proteina
incorporada.

La funcion del receptor nicotinico fue reconstituida con

exito por primera vez por Epstein y Racker (1978). El receptor

nicotlnico fue extraído de membranasdel órgano electrico de IL
californica con colato de potasio al 2 Z en presencia de 25 mg/ml

de asolectina. La asolectina es una mezcla cruda de fosfollpidos y

lípidos neutros extraída de la soja (Letters, 1964). La mezcla se
centrífugo y el sobrenadante se dializo contra buf+er sin colato



durante lo a 18 horas para eliminar el detergente y permitir la
formación de vesículas.

Los autores demostraron que el receptor nicotinico

reconstituido mantiene intactas sus propiedades {uncionales ya que

el intlujD de zzNa* a los liposomas es estimulado por Carb en
forma dependiente de la dosis y bloqueado por los antagonistas

nicotinicos a-BuTKy d-TC y por los bloqueantes no competitivos

procalna y quinacrina. La preincubacion del receptor nicotinico
con Carb por mas de 15 minutos inhibe el influjo indicando que el

receptor nicotinico reconstituido exhibe el fenómenode

desensibilizaciOn. Los autores observaron, ademas, que la funcion

del receptor nicotinico se pierde si no se incluyen lípidos
adicionales durante la extracciófi de1 receptor.

Posteriormente, Huganir y col. (1979) incorporaron

receptor nicotlnico purificado del organo electrico de IL
californica en liposomas. El receptor reconstituido exhibe influjo

de "Rb‘ estimulado por Carb y desensibilizacibn de la respuesta.
Los autores demostraron que en ausencia de lípidos durante 1a

extracción, la concentración óptima de colato de sodio es 1 Z. Los
autores utilizaron distintos métodosde reconstitución: diálisis,
dilución e incorporación a liposomas preformados por

conoelación-descongelacion y sonicación, y observaron que las

mayores respuestas se obtienen por el método de diálisis del
detergente. Ademásse comprobóque se requiere la presencia de

fosfolfpidos exogenos en todos los pasos de la purificación para
que el receptor nicotinico conserve sus propiedades de
translocacibn iónica.

Se ha observado por tecnicas de congelación y fractura

que las preparaciones reconstituldas estan formadas por vesículas
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unilamelares de 400 nmde diametro que contienen receptor y

vesículas sin receptor de 20 a BOnm de diametro (Lindstrom y

col., 1980).

El receptor nicotinico purificado y reconstituldo en
liposomas constituye un sistema que permite medir las propiedades

de fijación de ligandos y de permeacion iónica del receptor en la
mismapreparacibn. Por lo tanto resulta conveniente para realizar

estudios de los e+ectos de drogas sobre las propiedades

funcionales del receptor.
La función del receptor nicotinico se ha reconstituido

tambien en membranas planas. Estas membranas se forman en la

superficie de una pequeña abertura entre dos compartimientos

acuosos. La proteina puede ser incluida en la suspensión de lipido

antes de la formacion de 1a membrana (Schindler y Guast, 1980) o

puede ser incorporada a bicapas previamente formadas (Boheimy

col., 1981).
Un paso importante en los experimentos de reconstitucion

en liposomas es la eliminacibn del detergente utilizado para
extraer la proteina de la membrana.En el caso del receptor

nicotinico la eliminación del detergente puede realizarse por
diálisis (Epstein y Hacker, 1978). dilucibn (Huganir y col., 1979)

o filtración en geles (Huganir y Racker. 1982).

Recientemente se ha informado la utilizacióh de un nuevo

método para la reconstitucion de receptores (Kremenetzkyy Atlas,

1984; Aguilar y Ochoa, 1986) que no ha sido aplicado aún para 1a

reconstituciOn del receptor nicotinico. Este metodoconsiste en la

prec1pitac1bn por polietilenglicol (FEB)del receptor extraido y

su inserciOn en vesículas lipidicas.

De esta forma se ha reconstituido el receptor



adrenérgico de tipo az del cerebro de la rata y del ternero
(Kremenetzkyv Atlas, 1984). Utilizando una técnica similar, el

receptor muscarlnico de la zona atrial del corazon bovino se

incorporó en liposomas de asolectina presentando propiedades

similares al receptor en su membrananativa (Aguilar y Ochoa,

1986; Pellegrino de Iraldi y co1., 1986; Aguilar y col., 1987).



OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son:

1) Estudiar las principales propiedades bioquímicas y funcionales
del receptor nicotlnico del organo electrico de Discopxgetschudii
con el fin de establecer si presenta caracteristicas similares al
receptor nicotlnico del organo electrico de otras especies,
particularmente del genero Torpedo, ampliamente utilizadas para el
estudio de esta proteina.

2) Estudiar aspectos de la desensibilizacibn del receptor

“ÍCOtïnico, tales como los efectos del Ca=* Y de un Pentapéptidüs
la timopentina, sobre dicho fenOmeno.

3) Profundizar en el conocimiento sobre el mecanismo de acciófi del

bloqueante no competitivo amantadina sobre el receptor nicotínico
purificado y reconstituldo en liposomas.

4) Estudiar la aplicacion de la tecnica de reconstitucion por

precipitación con polietilenglicol para 1a incorporacion del

receptor nicotlnico, con el fin de obtener un mayor conocimiento

sobre el funcionamiento del mismoen vesiculas preparadas bajo

distintas condiciones experimentales.
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-III—

MATERIALES Y METODOS

111.1 ANIMALES DE EXPERIUENTACION

En los estudios del receptor nicotinico realizados en el
presente trabajo se utilizaron ejemplares de la especie glggggxgg

tschudii de ambossexos. Los animales. provistos por la Profesora

M. B. Cousseau (Instituto de Investigación y Desarrollo Pesquero

(INIDEP)). fueron capturados en las cercanías del puerto de Mar

del Plata y transportados a Buenos Aires por avión en bo1sas

plasticas conteniendo agua de mar en cantidad suficiente.
Los animales se sacrificaron por desmedulamiento, luego

de un periodo de 2 a 24 horas de recibidos. Los organos electricos
se disecaron inmediatamente, se pesaron, se cortaron en pequenos

trozos y se congelaron a -70°C o en nitrógeno liquido hasta el
momentode ser utilizados.

Las caracteristicas de los animales utilizados en el
presente trabajo se indican a continuacibn:

Sexo Dimensiones Peso del cuerpo Peso de los órganos eléctricos

(cm) (g) (g)

Machos

34 x 22-45 x 28 660-1230 212-382

Hembras

20 x 11-43 x 19 120-812 18-120



111.2 PREPARACIQN QE HEMERANAS CQNTENIENDO RECEPTOR NICDTINICD DE

DRGANQ ELECTRICO

III.2.a Pregaración de fracciones crudas de membranas

En cada preparación se descongelaron a 4°C 200 g de

órgano electrico y se homogeneiaaron en 200 m1 de solucion

reguladora de fos+ato de sodio 10 mM, EDTA5 mM, EGTA5 mn,

iodoacetamida 10 mM, PMSF0,1 mM, NaNa 0,02 Z, pH 7,5 (solucion de

homogeneización) en un triturador de tejido Waring en 4 periodos

de 30 segundos a maxima velocidad. El homogenato se centrífuga a

1.500 x g durante 10 minutos en un rotor 8834 (Sorvall) para

eliminar el tejido conectivo. El sobrenadante resultante se filtro
a traves de 4 capas de gasa y se guardó a 4°C. E1 sedimento se

resuspendió en 100 ml de solucion de homogeneización y se

centrifugó comose indico anteriormente. El sobrenadante se filtro

a traves de la mismagasa. Ambossobrenadantes se centrifugaron a

80.000 x g durante 2 horas en un rotor 30 (Spinco). E1 sedimento

obtenido se resuspendió en 25 ml de NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM,

EDTA0,1 mM. NaN: 0,02 Z, pH 7,4 (solucion A) y se congelo a -70°C

o en nitrógeno liquido.

III-É-b ECÉEáLáSlfinde fracciones de membranas mas purificadas

El sedimento resultante de la ü1tima centrífugacion se
resuspendio en 32 m1 de solución reguladora de fosfato de sodio 10

mn, EDTA0,1 mM, NaN: 0,02 Z, pH 7,0 conteniendo sacarosa al 28 Z

(p/p). E1 material resuspendido se fracciono en alicuotas de 7,6

m1, las cuales se colocaron sobre gradientes discontfnuos de

sacarosa 30 Z, 35 Z y 41 Z (p/p) en la misma solucibn. Los

gradientes se centrifugaron a 75.000 x g durante 4 horas en un
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Preparación de membranasconteniendo receptor nicotïnico

200 g tejido

Homogeneizado en 200 m1 de
solución de homogeneización.

minutos1.500 x g, 10

Sedimento 1 Sobrenadante 1...

Resuspender en 100m1
de sol. de homogeneización

1.EOÚ H g, 10 minutos

Sedimento 2 Sobrenadante E
(Restos de tejido conectivo)

Filtrar a traves de gasa
80000 x g, 2 horas

Sedimento Sobrenadante
(Membranas crugág)

Hesuspender en solución de
fosfato con sacarosa 28 Z

Gradiente de sacarosa
75.000 H g. 4 horas

O

28/0 A
30% '

B: Membranasricas en receptor
35%

C
41°/0

Díluir con 1 volumen de
solución A

80000 v g, 2 horasu

Sedimento finaL Sobrenadante



rotor SW25 (Spinco).
Por este método se obtuvieron 3 fracciones de membranas

que se denominaron A, B y C correspondientes a las capas de 30 Z,

35 Z y 41 Z respectivamente. Las fracciones se recolectaron,l se

diluyeron con un volumen igual de solución A y se centrifugaron a

80.000 H g durante 2 horas. Los sedimentos obtenidos se

resuspendieron en solucion A y se congelaron a -70°C o en

nitrógeno liquido.

111.3 EXTRACCION Y RURIFICACION DEL RECEPTOR

III.3.a SolubilizaciOn del recegtor
Las membranas(crudas o purificadas) preparadas a partir

de 200 g de tejido eléctrico, se diluyeron con solucion A y colato

de sodio a1 10 K (p/v) en solución A a una concentracion final de

proteina de 2 mg/ml y de colato de sodio de 1 Z. La mezcla se

agito durante 30 minutos a 4°C y se centrifugb a 80.000 x g

durante 2 horas. E1 sobrenadante resultante se guardo a 400.

III.3.b Sintesis de bromoacetilcolina

La reacción de sintesis es 1a siguiente:

EerH:C-Br + HD-CH20H2N(CH=)=Br-———>+

:> BrCH:CO-—CH2CH2N(CH=)3 Br’ + HBr
+.

A 9,2 g (0,05 moles) de bromuro de colina solido se agregaron 12,1

g (5,2 ml) (0,05 moles) de bromuro de bromoacetilo gota a gota y

agitando en forma continua. La mezcla se enfrio en un baño de



hielo y se agito durante una hora mas. Se agregaron lentamente 38
ml de alcohol absoluto. El sólido se filtro por succión, se coloco

en un matraz con 200 ml de isopropanol y se disolvió en un baño de

agua caliente- La Preparación se filtro a traves de un embudode

vidrio. El material salido se descarto y el liquido se enfrio
hasta alcanzar la temperatura ambiente y luego se colocó en hielo.

Los cristales se filtraron y se secaron en vacío. La preparación

de bromoacetilcolina (BAC)se guardo en desecador a —20°C.

III.3.C Preparación de la columna de afinidad

Todos los pasos se realizaron a temperatura ambiente. Se

mezclaron 25 ml de Affi Gel 401 con 25 ml de DTT 20 mMen solucion

reguladora Tris-HCl 200 mM,pH 8,0, durante 20 minutos. El gel se

empaco en una columna de 30 cm H 1,5 cm y se lavb con 5 volumenes

de NaCl 100 mM, fos€ato de sodio 50 mM, NaNg 0,021, pH 7,0

(soluciOn de lavado). El gel se resuspendio en la misma columna

sin desempacar, se agregaron 150 mg de BACy se agitó durante 10

minutos. La columna se dejó empacar y posteriormente se lavo con

3-4 volúmenes de solucion de lavado. El gel se volvio a

resuspender dentro de la misma columna. se agregaron 150 mg de

iodoacetamida y se agito durante 20 minutos. La columna se empacb

nuevamente. se lavo con NaNa 0,02% y se dejo a 4 °C.

III.3.d Purificacibn del receptor por cromatogra+ia de afinidad

El sobrenadante obtenido luego de la extracción con

colato de sodio se paso a traves de 1a columna de 15 ml de

Affi-Gel 401 y BACunida covalentemente, equilibrada previamente

con 50 ml de solución A conteniendo colato de sodio al 1 Z (p/v) y

lecitina de soja (Asolectina) en una concentraciOn de 7 mg/ml. Lab
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velocidad de flujo fue de 1 ml/min. Inmediatamente después de
pasar el sobrenadante, la columna se lavó con 100 ml de misma

solución. La elución se realizó con 50 ml de Carb 10 mMdisuelta

en la misma solución. Se recogieron fracciones de 2 ml y se midió

absorbancia a 280 nm. Las fracciones correspondientes a1 pico de

absorbancia se reunieron, se agregó sacarosa para obtener una

concentración 0,5 My se congelaron a —70°Co en nitrógeno

liquido.

III.4 ELECTRÜFDRESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Aproximadamente 120 pg de receptor purificado se

dializaron. utilizando una bolsa de diálisis (Spectrapor membrane,

Spectrum Medical Industries INC., Los Angeles), contra 1.000

volumenes de solución A durante 2 horas, con 2 cambios. La

proteina se precipitó y se lavó con 9 volumenes de acetona y se

secó en vacio. Luego se agregaron 50 ul de Tris—HCl 10 mm, EDTA1

mM, DTT 10 mM, SDS al 2 Z (p/v), pH 8,0 y 1a mezcla se incubó a

50°C durante 2 horas.

Una vez finalizada la incubación se tomaron alicuotas de

SO ug de proteina y se sembraron en geles de acrilamida 5,6 Z

-metilenbisacrilamida 0,21 Z preparados, corridos y coloreados de

acuerdo a Karlin y Cowburn (1973). El peso molecular promedio para

cada una de las subunidades se calculó comparando con muestras de

fosforilasa, albúmina de suero bovino (ESA) y hormona de

crecimiento bovina corridas en forma paralela.

Las bandas obtenidas se cortaron y se secaron en vacio

para analizar posteriormente su composicion en aminoácidos.

-60­



III.5 ANALISIS DE LA COMPOSICION DE AMINDACIQOS DE LAS SUEUNIDADES

Las muestras se hidrolizaron utilizando fenol 1 mg/ml y

B-mercaptoetanol al 0,5 Z (p/v) en HCl en tubos sellados al vacio

a 110°C durante 20 horas. La determinacion de aminoácidos del

material hidrolizado se realizó en un analizador de aminoácidos
Beckman 119 CL.

III.ó EECONSTITUCION DEL RECEPTOR EN LIPDSÜMAS POR EL METODO DE

DIALISIS DE COLATÜ

Se realizo a partir de membranasconteniendo receptor y
de receptor purificado por el método descripto por Dalziel y
col.(1980).

III.ó.a Reconstitucion a partir de membranas

La fracción de membranasconteniendo receptor se diluyb

con solucibn A hasta una concentracion de proteina de 2 mg/ml. Se

agrego colato de sodio para tener una concentración de 1 Z (p/v).

La mezcla se agita durante 30 minutos a 4°C y se centrifugo a

80.000 H g durante 2 horas. El sobrenadante resultante se guardo a
4°C.

Se preparo una suspension de asolectina, para lo cual se

pesaron 168 mg de dicho 11pido y se agregaron 2 m1 de colato de

sodio 4.16 Z (p/v) en soluciOn A. La mezcla se sonicó bajo

nitrógeno en un sonicador de baño Kerry a una frecuencia de 50 kHz

durante 15 minutos. Se mezclaron 0,7 m1 del extracto (0,92 mg de

proteina) con 0,3 m1de la suspension de lipido de forma tal que

1a concentración {inal de colato de sodio fuera de 2 Z, 1a

relacion lípido-proteina de 30 (p/p) y la concentracion de lipido
7-:
._'.._\ mN. La mezcla se dializo durante 48 horas contra 1.000



volúmenes de solucion A previamente gaseado.con nitrógeno por

10-15 minutos, con 3 cambios.

III.ó.b Beconstitucion a_Qgrtir qe_gggeptgg_pugij¿gago
Se mezclaron 0,7 ml de receptor purificado (0,2 mg de

proteina) con 0,3 m1de una suspensión de asolectina preparada con

84 mg de llpido en 2 m1 de colato de sodio 4,16 Z y sonicada como

se explico anteriormente. La relación lipido-protelna en este caso
fue 62,5 (p/p) y la concentracibn de llpido 16 mM.La mezcla se

dializo comose detallo anteriormente.

En amboscasos el material reconstituldo se congela a

-70°C o en nitrógeno liquido y se descongelo en hielo antes de

realizar los experimentos.

III.7 RECÜNSTITUCION QEL RECEPTOR EN LIPÜSDMAS POR EL METODO DE

PRECIPITACIÜN CON PEG

III.7.a Procedimientode reconstitucion
Se realizo de acuerdo a una modificacion del método

descripto por Aguilar y Ochoa (1986).

El receptor purificado se dializo contra 300 volúmenes
de colato de sodio al 1 Z en solución A durante 48 horas. con 3

cambios, para eliminar la Carb empleada para elulr el receptor de
la columna de afinidad. Se preparo una suspension de asolectina 56

mMmediante la sonicación de 45 mg de lípido en 1 ml de colato de

sodio al 5% en solucion A. La suspension se mezclo con 2,8 m1 de

receptor (0,56 mgde proteina) de tal {orma que la concentracion

final de colato fuera 2 Z y la relacion lipido-proteina 90 (p/p).
La mezcla se coloco en un baño a 37°C durante 1-1,5 minutos y se



agrego un volumen igual de PES al 50 Z en agua destilada. Se agitb

con una varilla por 1-1,5 minutos en el mismobaño. La preparacion

se dejo a 0°C durante 5 minutos y posteriormente se agregaron 4-6

volúmenes de solución A muy lentamente agitando en forma continua

con una varilla. La mezcla se centrifugó a 80.000 x g durante 1

hora. El sedimento resultante se lavo 2 o 3 veces con 3 ml de agua

destilada fria, se resuspendib en ó ml de solucion A y se

centrifugb a 100.000 x g durante 30 minutos. El sedimento obtenido

se resuspendio en 1 ml de solucion A.

III.7.b Puri+icacibn de las muestras de PES

En algunos experimentos de reconstitucion se utilizaron
muestras de PEGpurificado. La purificación se realizo de acuerdo

al metodo de Honda y col. (1981). Se disolvieron 10 g de PEGen 80

m1de cloroformo y se precipitaron agregando 2 litros de eter

etilico muylentamente. La muestra se dejo decantar durante una

noche y se filtro a traves de papel de {iltro en un embudode tipo

Buchner. El precipitado se evaporb bajo nitrógeno y a1 vacio y se

guardo a temperatura ambiente hasta su utilizacion. A partir de 10

g de PEGse obtuvieron 9 g de material purificada.

111.8 PRUEBAS DE LA INCORPORACION DEL RECEPTOR A LIPDSOMAS

Se siguió la tecnica descripta por Popot y col. (1981).

Las muestras conteniendo 5-6 ug de proteina se incubaron con 16

meIES de['95í}a-BUTK (actividad especifica 16-17 uCi/ug) en un
volumen total de 200 ul durante 45 minutos a temperatura ambiente.

Luego de 1a incubación la mezcla se pasó a traves de una columna

de Bio-Gel A 15m de 38 m1 (1 x 49 cm). La velocidad de flujo fue

de 0,25 ml/min. La elución se realizo con 120 ml de solución A. Se



recogieron {racciones de 1 ml y se midió la actividad de ‘ZBI en
un contador de centelleo salido y 1a absorbancia a 450 nm.

111.9 ANALISIS QE EA EUNCION DEL RECEPTOR

III.9.a Fijación de [‘z’I]-o{—uTx

III.9.a.i Titulación de la solucion de [‘zall-a-BuTK
Las soluciones de [‘251]—a—BuTxse titularon utilizando

receptor unido a membranas (fracción B) o con receptor purificado

reconstituldo en liposomas, con el fin de calcular el porcentaje
de radiactividad correspondiente a moléculas de toxina capaces de

unirse al receptor (Weber y Changeux, 1974 a). Normalmente un

60-75%de la radiactividad fue retenida por un exceso de receptor.

Las preparaciones que presentaron valores menores de 50 Z de
moleculas activas de toxina {ueron descartadas.

III.9.a.ii Fijacibn de [‘2511-«-&uTKen equilibrio
Se realizo de acuerdo al metodo descripto por Schmidt y

Raftery (1973), el cual se basa en el diferente punto isoeléctrico
de la a-BuTH(9,2 y del complejo toxina-receptor (4,9).

Los ensayos se realizaron incubando aproximadamente 2

pmoles de sitios en 50 pl de una solucibn NaCl 100 mM, MOPS10 mM,

Tritbn X-lOO 0,2%, pH 7,4 (solucion NMTioo) con B pmoles de[‘=°fl‘

—a-BuTxen 50 pl de NMTioo, durante 30 minutos a temperatura

ambiente. La mezcla se diluyo con 5 ml de NaCl 10 mM, MDPS 10 mM,

Tritbn X-100 0,22, pH 7,4 (solución NMTio)y se filtro a través de

dos filtros DEAE-celulosa (DEBI, Whatman)previamente lavados con

4 ml de NMTio.Para la filtración se utilizó una caja de acrílico
de 10 bocas conectada a una bombade vacio. Los filtros se
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lavaron dos veces con 12 ml de solucion NMTIO,se colocaron en

tubos de plástico y se midio la radiactividad de los mismosen un
contador de centelleo salido.

La fijación inespecifica se determinó incubando las
muestras con m-CTXo m-BuTxno radiactiva 1 un durante 20 minutos

a temperatura ambiente antes de realizar el ensayo de fijación de

[‘ZBI]—a-BuTx.
Para determinar la actividad retenida en los filtros en

forma inespeclfica se incubaron 50 ul de NMTioocon 50 ul de la

solución de toxina y se filtro como{ue explicado anteriormente.
Las determinaciones se realizaron por duplicado y los

resultados se expresaron en pmoles o nmoles de [‘ZBI]—a-BuTx
unidos / mgde proteina.

I I I - 9- b Exa..1_u_a_si__6n__de 1_Ds_e_s__t_a.go_sle__a_f_i_nig_a.g_qg_l._r___peceEL

111.9.b.i EvaluaCiQhcualitativa de los estados de afinidad

El proceso de desensibilizacion ge puede correlacionar

con el desplazamiento del receptor de un estado de baja afinidad a

un estado de alta afinidad para el agonista (Webery col., 1975;

Weiland y col., 1976; 1977: Ouast y col., 1978: Neiland y Taylor,

1979).

Comose explico anteriormente las toxinas

curaremimeticas y los agonistas nicotinicos se fijan al receptor
en forma mutuamente excluyente.

La asociacion de los agonistas al receptor nicotinico es
una reaccion controlada por difusion, mientras que la velocidad de

fijación de toxina es intermedia. Por lo tanto se puede suponer

que durante el curso inicial de la reacción de fijación de toxina

medida en presencia del agonista, 1a interconversion entre los
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dos estados puede ser despreciada si [R] es baja y[R]<< [toxina]
(McNameey col., 1986).

En presencia del agonista, la constante de velocidad de

fijación de toxina disminuye debido a la ocupación de algunos

sitios por el agonista. Si el receptor se preincuba con el
agonista, el equilibrio entre los estados de baja y de alta
afinidad es modificado y se restablece un nuevo equilibrio con mas

confórmeros en el estado de alta afinidad y menos en el estado de

baja afinidad. Es decir que luego de la preincubacion, 1a

constante de velocidad de fijación de toxina disminuye mas aun

debido al mayor número de moleculas de receptor en estado de alta

afinidad para el agonista que se traduce en un menor número se

sitios disponibles para la toxina.
Para evidenciar los desplazamientos entre estados de

baja y de alta a+inidad, se realizaron experimentos en los cuales

se midió la velocidad de fijación de [‘251]—a-BuTxcomo fue
descripto por Walker y col. (1981 a).

La velocidad de fijación se midio en tres condiciones:

a) Control: sin Carb.

b) Coincubacion con Carb.

c) Preincubacion con Carb.

La reacción se llevó a cabo a temperatura ambiente en la

siguiente solución sin detergente: fosfato de sodio 10 mM,NaCl

100 mM,ESA 0,5 mg/ml; pH 7,0 (solucion TIR-ESA). La concentracion

de sitios que fijan toxina fue 5 nMy la de[*=61]—a-BuTx30 nn; en
estas condiciones la reacción es de primer orden con respecto a la

concentracibn de receptor.

a) Curva control: se incubaron 10 ul de membranas (3,6 pmoles de

sitios) con 100 pl de solucion de [12°I]—a-BuTx (21,6 pmoles) y
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610 ul de TIB-BSA. La reaccion se inició a1 agregar las membranas.

Se tomaron alícuotas de 100 ul para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ,

4,0 y 60 minutos (equilibrio).

b) Curva de coincubacion: se incubaron 10 ul de membranas (3,6

pmoles) con 100 ul de [‘261] —or-BuT;<(21,6 pmoles), 10 pl de Carb

7,2 X 10““ (concentracion +ina1 10 pM) y 600 pl de TIB-BSA. Se

tomaron alícuotas de 100 ul para filtrar a los mismostiempos que
en el caso de la curva control.

c) Curva de preincugacibn: se incubaron 30 pl de membranas con 30

H1 de Carb 3,0 H 10"“ durante 30 minutos a 0°C. Luego se

agregaron 20 ul de las membranas preincubadas a un medio

conteniendo 100 ul de [1251] -ot—E«uT:<(21,6 pmoles), 10 ul de Carb

7,0 x 10-4r1 y 59o “1 de TIB-BSA. Se tomaron alícuotas de 100 “1

para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 , 4,0 y 60 minutos
(equilibrio).

/
gilculo de 1a constante de velocidad

La reacción entre la toxina y el receptor se puede
representar de 1a siguiente manera:

k'r

Tx + R—"TxR (1)

k-T

donde

k1 = constante de asociación

k-T = constante de disociación

y la velocidad de asociación se expresa como:

v = k-r [Tx] [R] — k-T [TxR] (2)



Suponiendo que 1a toxina se fija en forma reversible a

una clase de sitios homogéneosy no interactuantes, las ecuaciones

de conservacion son las siguientes:

[Tx] = [no] _ [m] (3)

[R] = [Ro] — [TxR] (4)

donde

[TX] = concentración de toxina

[Tao]: concentracion inicial de toxina

[R] = concentración de receptor

[Ro] = concentración inicial de receptor
[TxR]=concentracion del complejo toxina-recaptor

Al comienzo de la reacción,[TxR] es baja comparada con[R]

y [Tx] y además el valor de k-T es muy pequeño. En consecuencia en
los primeros minutos de reacción la ecuacion (2) se puede

simplificar:

«JM dm dm
_ = = k1- [Tx] (5)

dt dt dt

Reemplazando en (5) los valores de [Tx] y [R] de (3 y
(4):

d[TxR]

= kr ([Txo] - [TKR]) ([Ro] - [TKR]) (e)
dt
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Reagrupando en (ó)

d[TxR]

([Txo] - [TxR]) ([Ro] —[TxR])

= k1 dt (7)

Integrando la ecuacion diferencial (7) entre to y t

[Ro] ([Txo] - [TxR])
n e

[Txo] ([Ro] —[TxR])
La variación del primer miembro de (B) es lineal con

1
= ([To] —[Ro]) k7 t (a)

respecto al tiempo y la recta posee una pendiente

([To] —[Ro]) k7
Una manera mas sencilla de calcular kr (que es la

utilizada en el presente trabajo), consiste en hacer la reaccion
entre 1a toxina y el receptor de pseudoprimer orden, es decir

colocando toxina en exceso de modoque la reaccion sea de primer

orden con respecto a la concentraciOn de receptor.

Comose coloca toxina en exceso, 1a [Tx] se considera
=constante en el curso de la reaccion y la ecuacion (o) resulta:

le]
v = — = k’v [R] (9)

dt

donde

k’T= k7 [Tx] = constante de Velocidad de pseudoprimer orden

Reagrupando en (9)



d[R]

[R]

= k’r dt (10)

Integrando (10) entre to y t

[R]
-ln ’ H’T t (11)

[RC']

Reemplazando en (11) el valor de['R] de (4)

[Ro] - [TxR]
-ln = k’T t (12)

[ “‘31
La ecuacion (12) se calcula a partir de los resultados

experimentales de la siguiente manera:

[Ro] = cpm- = cpm correspondientes a la reaccion en equilibrio (60
minutos).

[TKR] = cpm correspondientes a cada tiempo t de reacción (tomados
entre 0,5 y 2 minutos para minimizar el efecto de la
desensibilizacion).

La ecuacion (12) se puede expresar, entonces:

cpm- - cpm:

-1n = k’T t (13)

Cpmo - cpmb

donde CDmbcorresponde a 1a radiactividad que queda retenida a los
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filtros en ausencia de receptor. En el numerador no es necesario
restar cpmbpues se anula.

La pendiente de la curva (13) es k’T y su dimension es

seg“.
Las rectas en todos los casos fueron ajustadas por

regresión lineal. Las curvas ajustadas con coe+icientes de

correlacibn menores a 0,70 fueron descartadas.

La constante de segundo orden (kr) se calculo como:

k’T

kT ­

[Txo]
sus dimensiones son seg" M“.

III.9.b.ii Evaluación cuantitativa dg los estados de afinidad
Este ensayo se realizo para determinar las constantes de

baja (K1) y de alta (K2) afinidad para agonistas.
Estas constantes se pueden medir por medio de dos

ensayos:

a) Fijación de [3Hl-acetilcolina (Neubig y Cohen, 1979).
b) Competicion entre Carb y a-BuTKpor el sitio de fijación

(Walker y col., 1981 a).

E1 último método es el que se utilizo en el presente
trabajo.

Para la determinacion de K1 se realizo una curva de

velocidad de fijación de[‘251}a-BuTx comofue explicado para 1a
determinación cualitativa de los estados de afinidad del receptor

y una familia de curvas de coincubaCiOn del receptor con toxina y

Carb. Las concentraciones de Carb utiliaadas fueron 0,1 uN , 1,0

_71_



un, 10 uMy 30 un y los tiempos de medición fueron 0,5, 1,0, 1,5 y

2,0 minutos (para minimizar el efecto de desensibilización).

Para 1a determinación de 1a K2 se realizó también una

curva de velocidad de fijación de toxina en ausencia de Carb y una

familia de curvas de coincubación con toxina y Carb, pero las

membranas en este caso se incubaron previamente con Carb para

llevar el receptor al estado desensibilizado. Asi, las membranas
(5 uN sitios) se incubaron con Carb 10 un a 0°C durante 30

minutos. Luego se realizó una dilución 1:15 con TIB-BSAe

inmediatamente se tomó una alícuota de 10 ul (3,6 pmoles de

sitios) y se agregó a un medio conteniendo 100 ul de[‘=°á}a—BuTx
(21,6 pmoles) y 10 pl de Carb en TIB-BSA (vol. final 720 ul). Este

procedimiento permitió diluir 1000 veces 1a Carb utilizada durante
la preincubación. Las concentraciones {inales de Carb utilizadas

fueron: 0,01 un, 0,03 un, 0,10 un , 0,30 uN y 1 uN. Se tomaron

alicuotas de 100 ul para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5 y 2,0 minutos.
Cálculo de las constantes de afinidad

El tratamiento de los datos para el calculo de Ki y K2

fue el mismo. Las curvas de fijación de toxina en función del

tiempo se ajustaron por regresión lineal y se calcularon las
pendientes de dichas curvas. E1 coeficiente de correlación en

todos los casos fue mayor de 0,70. Luego se construyeron curvas de

pendiente / pendiente max. (es decir 1a pendiente para cada valor

de Carb / pendiente en ausencia de Carb) en función del logaritmo
de la concentración de Carb. En este caso no fue necesario

calcular las constantes de velocidad de pseudoprimer orden en

ausencia de Carb (k’T man) y en presencia de Carb (k’r), ya que

se ha demostrado que el cociente k’T / H’T mln es igual al

cociente entre las pendientes calculadas a partir de los graficos



de fijación de toxina en funcion del tiempo (Walker y co1.,
1981 a).

Las constantes de afinidad se calcularon a partir del

valor del logaritmo de la concentración de Carb correspondiente a

pendiente / pendiente max=0,5.

Para el caso mas simple de fijación competitiva, los

graficos semilogaritmicos de la inhibición de 1a fijación de
a-BuTx por cantidades crecientes de Carb pueden ser ajustados a

curvas teóricas obtenidas de la ecuacion (1) para la fijación
competitiva a sitios identicos y no interactuantes (Guast y col.,
1978).

k 1

= (1)

km.. 1+ Carb/K

III.9.b.iii Curso temporal de las transiciones de afinidad
La informacion obtenida mediante los ensayos

cualitativos y cuantitativos de los estados de afinidad del

receptor se completo mediante el estudio del curso temporal de
dichas transiciones, el cual se realizo de acuerdo a walker y col.
(1981 a).

Se midio la velocidad de fijación de [12°I]—u-BuTxen
dos condiciones:

a) Coincubacion con Carb: se incubaron 10 ul de membranas (3,6

pmoles de sitios) con 100 ul de [‘25I]—a-BuTx) (21,6 pmoles), 10
ul Carb 7,2 x 10"" y 600 ul TIR-ESA, a temperatura ambiente. Se

tomaron allcuotas de 100 ul para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5 y 2,0
minutos.

b) Preincubacibn con Carb: se incubaron 10 ul de membranas (7 bu'.



pmoles de sitios) con 10 ul Carb 7,2 x 10"" y 600 ul TIB-BSApor

1, 2, 5, 10 y 20 minutos. A1 cabo de dichos tiempos se agregaron

100 pl de ‘25! -a-BuTx (21,6 pmoles) y se midió la fijación de

toxina a 0,5, 1,0. 1,5 y 2,0 minutos.

La curva de coincubación con Carb corresponde al control
(tiempo de desensibilización cero).

Las curvas de fijación de [‘251]”ü—BUTHen {unción del
tiempo se ajustaron por regresión lineal, y fueron tomadas en
cuenta solo aquellas que presentaron un coeficiente de correlación

mayor que 0,70.

En III.9.c.iv se describe otro metodo para medir 1a
desensibilización del receptor nicotinico.

III.9.c Medición del influjo iónico mediadopor el receptor

gjcotlnico
La función de translocación de iones del receptor se

midió a traves del influjo de ’“Rb‘ estimulado por Carb.

III.9.c.i Preparación de las columnasde intercambio catiónico
Se realizó de acuerdo a lo descripto por Epstein y

Racker (1978).

La resina DowexSON-X8(malla 50-100) fue convertida a

1a forma Tris como fue descripto por Gasko y col. (1976). La

resina (500 g) se lavó con agua destilada hasta claridad. Luego se

agregaron 500 ml de agua destilada y 220 g de Tris y la mezcla se

agitó a temperatura ambiente por 1 hora. Posteriormente, la resina
se lavó extensamente (20 a 25 veces con 4 litros de agua destilada

y por último con 4 litros de agua bidestilada). Se controló que el

pH final fuera aproximadamente 8,0.
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La resina se colocó en columnas plasticas de 2 ml (QSY,
Isolab). Las columnas conteniendo la resina se equilibraron con 3

m1 de una solución de sacarosa 170 mM, ESA 3,3 mg/ml, NaNa 0,022 y

se colocaron en hielo hasta su utilizacion.

III.9.c.ii Mediciondel influjo de °°Rb*

Se realizo de acuerdo a Walker y col.(1982). Se utilizó

"Rb‘, que puede reemplazar al ‘=K* (Palfrey y Littauer, 1976) y
tiene la ventaja de tener un Periodo de semidesintegración mas
largo. En cada ensayo, 50-100 ul de membranas se mezclaron con 10

pl (2-4 uCi) de Be’Rb‘(actividad especifica 0,3-1,0 Ci/g) y 10 ul

de Carb 7 x 10-3“ o 1,2 x 10'2M (concentracion final 1 mM). Para

medir el influjo en ausencia del agonista se colocaron 10 ul de

solución A en lugar de Carb. Cuando se midió el influjo en

membranasnativas, la concentración de proteinas en las muestras
no fue mayor de 2 mg/ml para evitar que se bloqueen las columnas.

La reaccion se llevo a cabo a 0°C por 10 segundos (o el

tiempo especificado en cado caso). Se tomaron 50-100 ul de la

mezcla de reacción y se filtraron a traves de las columnas de
intercambio catibnico. Las columnas se lavaron inmediatamente con

una solución de sacarosa 175 mM,NaNs 0,02%. Los cationes externos

quedan retenidos en las columnas y los cationes atrapados en los

liposomas, por poseer estos ultimos una carga neta negativa, no
son retenidos en las mismas.

El material eluido de las columnas se recogió en viales

de plastico y la radiactividad se midió en un contador de

centelleo liquido en ausencia de liquido centellador con un ancho

de ventana 0-999. Los ensayos se realizaron por triplicado.

El influjo de oe'Rb"estimulado por Carb se calculo como



la diferencia entre el influjo en presencia de Carb (Carb‘) y el
influjo medido en su ausencia (Carb‘) y los resultados se

expresaron en pmoles o nmoles "Rb*/nmol receptor o en cpm.

El influjo de iones medido por este metodo corresponde a

una respuesta integrada y representa el volumen interno de

liposomas conteniendo receptor funcional en presencia de altas

concentraciones de agonistas. Debido a que durante el tiempo de

ensayo se produce la activación e inactivación de la respuesta (el
tiempo de influjo real esta en el orden de los mseg), se considera

a esta ensayo comoun indicador cualitativo de la actividad del

receptor nicotinico.

III.9.c.iii Determinacióndel volumeninterno de las vesículas

El volumen interno total de las preparaciones de

vesículas se determinó incubando 100 ul de membranas (100 pmoles

de sitios) con 10 ul (2-4 pCi) "Rb* por 48 horas a 4°C para

asegurar un equilibrio completo entre los iones externos e

internos. Luegode la incubación, las muestras se filtraron como

fue explicado anteriormente.
Las determinaciones se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron en nl/umol lipido exógeno.

III.9.c.iv Curso temporal del proceso de inactivacigg
(desensibilización) de la respuesta del receptor

Un metodo mas sensible para medir el curso temporal del

proceso de desensibilización, consiste en determinar la velocidad

de inactivación de la respuesta del receptor nicotlnico, comofue

descripto por Walker y col. (1981 b; 1982).

Se incubaron 63 ul de membranas reconstituidas con 7 ul



de Carb 5 x 10-5" (o la concentración indicada en cada caso) por

5, 10, 15. 20, 30 y 60 segundos. Inmediatamente despues se realizó

un ensayo de influjo de "Rb’ a 10 segundos colocando 50 ul de 1a

mezcla de preincubación con 10 ul (2-4 uCi) '“Rb* y 10 ul de Carb

7 x 10 “’M. El tiempo cero de preincubación se determinó incubando

63 ul de membranas con 7 ul de solución A y midiendo el influjo de

"Rb* a 10 segundos.

A todos los valores de influjo medidos en presencia de

Carb se les restó el valor de influjo medido en ausencia de Carb.

Los ensayos se hicieron por duplicado o por triplicado.
Para obtener una medida de la velocidad de inactivación

de la respuesta del receptor, se calculó el tiempo empírico medio

de inactivación. Este parametro se calculó haciendo el grafico

semilogaritmico de 1a respuesta en función del tiempo de

preincubación. Las curvas fueron ajustadas por regresión lineal.
El tiempo empírico medio de inactivación se obtuvo de la

ecuación de las rectas comoel valor de tiempo correspondiente al

50%de la respuesta maxima (tiempo cero de preincubación).

111.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACE

Se realizó de acuerdo al metodo descripto por Ellman y
col. (1961).

La reacción se llevó a cabo en solución reguladora de

fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0, utilizando 20 ul de

acetiltiocolina (ATC) 75 mMcomo sustrato y 100 ul de DTNB0,01 M,

en un volumen final de 3 ml a temperatura ambiente. La velocidad

inicial de la reacción se determinó midiendo la absorbancia a 412

nm, cada 15 segundos durante o minutos.

Las determinaciones se hicieron por duplicado o



triplicado. La variación de absorbancia por minuto ([XAbs/min) se

calculo como1a pendiente de la recta promedio.

La actividad especifica se calculo a partir de 1a
siguiente fórmula:

AAbs/min Vol cubeta (ul)
Act.esp.= x

13,6 Vol alícuota (ul) /[prot]

donde 13,6 es el coeficiente de extincibn molar. La actividad

especiíica se expreso en umoles ATCtransformados / min.mg

proteina.

111.11 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PRDTEINAS

La concentracion de proteinas de las preparaciones se

determinó por el metodo descripto por Lowry y col. (i951)

utilizando ESAcomo patron.

Para determinar 1a concentracion de proteinas de

preparaciones reconstituidas se utilizo el metododescripto por
Hess y Lewin (1965). Las muestras se hidrolizaron con 200 ul de

HONa0,5 N, a 37 °C durante toda la noche. Luego se realizo el

ensayo de proteinas, se agrego 1 m1 de ClsCH, se centrifugb a

2.500 RPMdurante 10 minutos y se leyó absorbancia a 750 nm en la

fase superior.

III.12 DROGASUTILIZADAS

Todos los reactivos utilizados fueron de grado
analítico.



Tris-base, EDTA, ESTA, iodoacetamida, PMSF, DTT, colato

de sodio. Triton X-IOO, ESA, PEG, acetiltiocolina (ioduro), DTNB,

carbamilcolina (cloruro), amantadina (hidrocloruro), quinacrina

mostaza (dihidrocloruro), procalna (hidrocloruro), d-tubocurarina
(cloruro), a-cobrotoxina y a-bungarotoxina fueron adquiridas en

Sigma Chemical Company, St. Louis, M0., E.E.U.U.

Asolectina fue adquirida en Associated Concentrates,

Woodside. NY, E.E.U.U. y en Sigma.

Affi-Gel 401 y Bio-Gel A 15-m {meron adquiridos en

Bio-Rad, Richmond, 0a., E.E.U.U.

[‘ZBI}-a-bungarotoxina (actividad especifica 16-17
“Ci/ug) fue adquirida en NewEngland Nuclear, E.E.U.U. y BbRb‘

(actividad especifica 0,3-1 Ci/g; en ClH 0,5 N) fue adquirido en

la Comisibn Nacional de Energia Atómica (República Argentina).



RESULTADOS

IV.1. CARAQIEEIZACIDN DEL RECEPTOR NICÜTINICD DEL ORGANOELECTRICO

DEQiscopxge tschudii.

IV.1.a Estudios del receptor nicotinico en membranasnativas

E1 primer paso en la caracterización del receptor

nicotinico del órgano electrico de DLggghggii, fue 1a preparacion

de una fraccion de membranasricas en receptor.

Luego de la centrifugacion en gradientes de sacarosa del

material homogeneizadode órgano eléctrico se obtuvieron 3 bandas:

A (en la capa de sacarosa al 30%), B (sobre la capa de sacarosa al

35%), y C (a nivel de la capa de sacarosa al 41%).

Los resultados correspondientes a una preparacion de

membranas se muestran en la Tabla 1. Se observo que 1a banda B

presenta la mayor fijación especifica de[‘°=I]—a-BUTKy la menor
actividad de la enzima ACE.

La CDDCEÜtFaCÍOnde sitios receptores en 1a fraccion B

varib en las distintas preparaciones entre 0,13 y 3,92 nmoles/mg
proteina y la cantidad total de sitios entre 0,08 y 1,10 nmoles/g
tejido fresco. Por otro lado, el porcentaje de sitios en cada

fracción (A: 19,2 t 4,3 Z; : 25,8 i 8,8 Z; C: 43,3 i 7,1 Z;

media t D.S. de 7 experimentos) y 1a cantidad total de proteina de

las 3 fracciones (1,34 t 0,36 mg/g tejido fresco; media i D.S. de

7 experimentos) no variaron en forma apreciable entre las

preparaciones.

La fijación de [‘ZBI]-a-BuTx a la fraccion B de
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membranas, como se muestra en 1a Tabla 2, fue bloqueada por

incubación previa de las mismas con a-DTXno radiactiva,

sugiriendo la especificidad de la unión de la a-BuTx. Los efectos

de los bloqueantes no competitivos amantadina y quinacrina mostaza

(GM)sobre el receptor nicotinico se discutirán mas adelante.

El receptor presente en las membranasnativas exhibió

influjo de "Rb’ estimulado por Carb y dicha respuesta fue

bloqueada por el antagonista nicotinico d-TC y por incubación

previa con Carb (desensibiliaaciOn), tal comopuede verse en la

Tabla 3- 00m0SE explico anteriormente la desensibilizacibn es un

fenómenoreversible por el cual la respuesta del receptor

nicotlnico se bloquea en presencia prolongada de activadores.

IV.l.b Extraccion y purificación del receptor nicotinico por
cromatografía de afinidad

Con el objeto de caracterizar bioquímicamente el

receptor nicotlnico presente en el órgano eléctrico de Q¿

tschudii, el receptor se purifico por cromatografía de afinidad
utilizando BACcomo ligando unido a la columna de Affi-Gel-40l,

como fue descripto por Reynolds y Karlin (1978).

El receptor fue extraido de fracciones de membranas

crudas y purificadas utilizando colato de sodio al 1 Z. La

extraccion se realizó sin el agregado de lípidos exógenos. Se

ha informado que el receptor extraido del órgano electrico de

IL californica conserva sus propiedades funcionales intactas

sin necesidad de agregar lípidos adicionales si se utiliza
colato de sodio en una concentracion de 1% (Huganir y col. 1979).

Por el contrario, todos los pasos de la purificación se

realizaron en presencia de lípidos exbgenos (2 mg/ml de



asolectina). Sin lipidos adicionales en las soluciones de lavado y

de elución de la columna se produce una perdida irreversible de

las propiedades de flujo ibnico del receptor nicotinico de I¿
californica (Huganir y col., 1979; Lindstrom y col., 1980; Anholt
y col.. 1981).

Los resultados correspondientes a un experimento de

purificación del receptor nicotinico del organo electrico de QL
tschudii se muestran en la Tabla 4. En once experimentos se

obtuvieron entre 0,7 y 7,4 mgde receptor a partir de 100 g de

tejido dependiendo del tiempo transcurrido desde 1a preparación de

la columna de afinidad hasta el momentode 1a purificación.

La fijación especifica de [‘251]—a—BuTHoscilb entre 3,2
y 6,2 nmoles/mg proteina, lo que constituyó un aumento de 10 a 20

veces con respecto a la cantidad fijada a las membranasnativas.

El material purificado presentó una baja actividad de
ACEque correspondió a un 3 Z de la actividad enzimática inicial
(Tabla 4).

Con el propósito de estudiar la composicion en
subunidades del receptor purificado se realizo una electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. La Fig. 1 muestra

que el material purificado del organo electrico de QLtschudii

presento 4 bandas coloreadas con azul de Coomasie de PMaparentes

de 41.200, 49.500, 60.000 y 66.300.

La composicion de aminoácidos de las subunidades

aisladas se muestra en la Tabla 5. Se observo que los 4

polipEptidos contienen un alto porcentaje de aminoácidos

hidrofbbicos, siendo el promedio para las 4 subunidades de 42,5
moles Z.



IV.2. RECONSTITUCIÜN DEL RECEPTÜÉ NICDTINICÜ EN LIPÜSOMAS

IV.2.a Influjo de °°Rb* y {ijacibn de [12°115a—BuTxa1 receptor
nicotlnigg_jncorporado en lippsomas

El receptor puriiicado y reconstituldo en liposomas

constituye un sistema adecuadopara estudiar los distintos

aspectos de su funcionamiento ya que las propiedades de fijación
de ligandos y de permeacibn iónica pueden ser estudiadas en la

mismapreparacion, constituida por una proteina única en una

matriz lipldica de composición definida.
Se estudio la incorporación a liposomas de asolectina

por el metodode diálisis de colato, del receptor de Q¿ tschudii

extraido de las membranasnativas y posteriormente purificado por
cromatografla de afinidad. La técnica de diálisis, descripta por

primera vez por Epstein y Racker (1978), se utiliza comunmenteen

la reconstitucibn del receptor nicotinico de las especies del

genero Tocpedo.

El receptor, tanto el extraido de membranasnativas de
la fraccion B comoel purificado por cromatografía de afinidad,
incorporado a liposomas presento inilujo de "Rb‘ estimulado por

Carb, lo que se muestra en la Tabla ó. Este resultado indica que

el receptor conservo sus propiedades de control de la

permeabilidad ibnica luego del tratamiento a que fue sometido.
En los experimentos que se detallaran en secciones

posteriores sobre el curso temporal del proceso de inactivacion de

la respuesta del receptor, y el mecanismode accion de 1a

amantadina y del pentapeptido TpSsobre el receptor, se utilizaron

preparaciones de receptor reconstituido a partir de receptor

puriíicado. manteniendo constante la relacion L/P en ¿2,5 (p/p) y
la concentración de asolectina en 15.7 mM.



El receptor puriíicado y reconstituido en liposomas

presentó una fijación especifica de [‘251]-a-BuTx que varió entre
2,30 y 7,88 nmoles/mg proteina, con una media i D.S. de 4,77 i
1,45 en 22 experimentos realizados con 12 preparaciones
diferentes.

El influjo de ‘°Rb’ medido a 10 segundos y normalizado

para la mismamasa de "Rb‘ (3 pg), osciló entre 0,43 y 1,90

nmoles/nmol receptor en ausencia de Carb, y 1,70 y 4,95

nmoles/nmol receptor en presencia de Carb. La respuesta promedio i

D.S. fue 1,74 i 0,79 nmoles/ nmol receptor en 12 experimentos

utilizando 7 preparaciones diferentes.
Dado que se ha observado que la congelación y

descongelación produce un aumento del tamaño de vesículas

conteniendo receptor nicotlnico (Anholt y c01., 1982), se
realizaron experimentos tendientes a conocer el efecto de la

congelación sobre la magnitud de la respuesta del receptor a la

Carb. En tal sentido, las muestras de liposomas conteniendo

receptor fueron sometidas a un ciclo de congelación y

descongelación antes de medir la respuesta del receptor a Carb. El

influjo de “¿Rb* estimulado por Carb y el volumen interno de las

vesiculas aumentaron luego de dicho tratamiento (Tabla 7).
Teniendo en cuenta estos resultados, en todos los ensayos de

influjo realizados en el presente trabajo, las vesículas
conteniendo receptor se congelaron previamente.

IV.2.b. Detección de los estados de afinidad para Carb del

recthor nicotlnico reconstituido en ligosomas
El efecto de los agonistas sobre la velocidad inicial de

fijación de a-BuTxes un indicador sensible del estado funcional



del receptor nicotinico (Walker y col., 1981 a) pues permite

evidenciar las transiciones de afinidad del receptor que se

correlacionan con el fenómenode desensibilizacion (Webery col.,

1975; Weiland y col., 1976; 1977; Quast y col., 1978; Weiland y

Taylor, 1979).

Las transiciones de afinidad para agonistas del receptor
reconstituldo en liposomas se estudiaron mediante experimentos de

competición con [‘z’l]—u—BuTx.
En la Fig. ó se muestra que la Carb produjo una mayor

inhibición de la velocidad inicial de fijación de ["°I]-a-BuTx al
receptor en condiciones de preincubacion que en condiciones de
coincubacibn. Los valores de las constantes de velocidad de

asociación de segundo orden (kr) se muestran en la Tabla 10

(control). Los valores de k1 en presencia de Carb (coincubacibn)

fueron significativamente diferentes de los valores
correspondientes a 1a preincubacibn con dicha droga. Estos
resultados indican que el receptor de Q; ngnugii purificado y
reconstituldo en vesículas de asolectina exhibe transiciones de
afinidad inducidas por el agonista Carb.

Con el fin de evaluar en forma cuantitativa los estados

de afinidad del receptor, se calcularon las constantes de baja y

de alta afinidad para Carb. El receptor se expuso a Carb y [‘=’I]­
-a-BuTx simultaneamente para medir 1a constante de baja afinidad

(K1). Para medir la constante de alta afinidad (Hz), el receptor
SE Preincubo con Carb 10 uMdurante 30 minutos para llevar el

receptor al estado desensibilizado.

La velocidad inicial relativa de fijación de

['==I]-a-BuTK (k/km-n) en funcion del logaritmo de 1a
concentración de Carb, medida en un experimento puede verse en la



Fig. 2. Los valores de K. y K2 calculados a partir de los

graficos mostrados fueron 6,4 K 10-6M y 4,7 H 10 ‘BM
respectivamente.

Se estudió, luego, en receptor reconstituido, el curso
temporal de las transiciones de afinidad inducidas por Carb. La

velocidad inicial relativa de fijación «[1261] -o(-EluTx(laz/km...)
disminuyó a medida que aumentó el tiempo de preincubación con Carb

10 un, v el proceso de transición de a+inidad inducido por Carb se

completó en aproximadamente 10 minutos (Fig. 7).

IV.2.c Inactivación de 1a respuesta del ¿aceptor reconstituido en

ligosomas en presencia de agonistas (desensibilización)
La velocidad de desensibilización del receptor

nicotlnico se determinó preincubando el receptor con Carb y
midiendo el influjo iónico luego de dicho tratamiento.

Mediante el ensayo manual de influjo de °°Rb* utilizado

en el presente trabajo se midió la etapa lenta de inactivación del

receptor, durante la cual se completa el fenómenode

desensióilización. Dicho fenómenose inicia con una etapa rapida

la cual ocurre entre 100 a 300 mseg después de agregado el

agonista y por lo tanto no es detectada en estos experimentos.
La velocidad de inactivación lenta aumentó con el

incremento en la concentración de Carb utilizada en la

preincubación (Fig. 3 y Tabla 8).

Se conoce que el Ca=* aumenta 1a velocidad de

desensibilización del receptor nicotinico. Esto fue observado

mediante mediciones electrofisiológicas en preparaciones

neuromusculares (Manthey, 1966; Magazanick y Vyskocil, 1970) y en

experimentos de {lujo de zzNa+ en fragmentos de membranas de IL



marmorata.

Se observo, también, que 1a velocidad de inactivación de

1a respuesta iónica del receptor purificado y reconstituido en

liposomas aumento en forma significativa en presencia de ClzCa 1

mn (Fig. 3 y Tabla 8). Estas observaciones sugieren que el

fenómeno de desensibilizacion y su aceleracion por Ca=* son
propiedades intrínsecas del receptor.

Los resultados mostrados sugieren que el Organo

eléctrico de QLtschudii contiene un receptor colinergico de tipo
nicotinico compuesto por cuatro tipo de subunidades. DiCho

receptor puede ser puri+icado por cromatografía de afinidad y

reconstituldo en liposomas de asolectina. El receptor
reconstituido conserva sus propiedades de fijación de ligandos y

de translocacibn de iones, y manifiesta, ademas, cambios de

afinidad para Carb y el fenómenode desensibilizacibn.



IV.3 EFECTO DE LA AMANTADINA SOBRE EL RECEPTOR NICOTINICO EN

HEMBRANAS RECONSTITUIDAS

Los bloqueantes no competitivos inhiben la respuesta del
receptor nicotinico uniéndose a un sitio diferente del sitio para
acetilcolina.

La amantadina es una droga con aplicacion terapeütica ya

que inhibe las infecciones del virus de la influenza (Davies y

col., 1964) y mejora 1a sintomatología de 1a enfermedad de

Parkinson (Grelak y col., 1970). Por otro lado, la amantadina

inhibe la transmisiom neuromuscular reduciendo 1a respuesta de la

membranamuscular a 1a acetilcolina (Nastuk y col., 1976),

habiéndose demostrado que se fija a1 receptor en un sitio distinto
del sitio de fijación para acetilcolina (Albuquerquey col.,
1978).

Con el objetivo de conocer con mayor profundidad el

mecanismode accion de la amantadina sobre el receptor nicotinico,

se estudio el efecto de esta droga sobre las propiedades

funcionales del receptor reconstituldo en liposomas.
El efecto de la preincubaciOn de vesículas conteniendo

receptor con los bloqueantes no competitivos amantadina y GMsobre

la fijación de[‘2°iI-a-BuTx en equilibrio y sobre el influjo de
"Rb‘ inducido por Carb se muestra en 1a Tabla 9. La amantadina no

afecto la fijación de a-BuTxpero redujo el influjo de iones
estimulado por Carb a las concentraciones estudiadas. A dichas

concentraciones, 10'“4 My 10‘5 N, 1a amantadina bloquea la

transmiSiOn neuromuscular (Nastuk y co1.,l 1976; Albuquerque y

col., 1978) e inhibe 1a fijación de[3H]_perhidr0hiStrionicotoxina,

pero que no afecta la fijación de[3H]-acetilcolina a fragmentos de
membranasde IL ocellata (Albuquerque y col., 1978).



La falta de efecto de la amantadina sobre la fijación de

a-BuTx se observo en cinco experimentos mas utilizando cuatro

preparaciones diferentes de proteoliposomas. En uno de los

experimentos, no se observo efecto con concentraciones de

amantadina entre 10-3" y 10‘“ H.

En la Tabla 9 se muestra, ademas, que la GMtiene un

efecto diferente al de la amantadinasobre el receptor nicotlnico,
ya que a una concentracion de 10-4Mafecto el influjo de °°Rb*

estimulado por Carb y la fijacion de [izBÍI-a-BuTH. En forma
coincidente con estos resultados, la amantadina no modifico ¡a

fijación de [‘251]-a-BuTx al receptor presente en las
preparaciones de membranas nativas, mientras que la GMa una

concentracion de 10“ Minhibio dicha fijación (Tabla 2).

La inhibición del influjo de cationes inducido por Carb

fue mayor cuando las vesículas conteniendo receptor fueron

expuestas a 0Mque cuando lo fueron a amantadina. El tiempo

empírico medio de llenado de las vesículas calculado a partir del

grafico de efecto/efecto infinito en funcion del tiempo de ensayo
(Fig. 4) fue 2,3 minutos para las vesículas control, 4,3 minutos

para las vesiculas preincubadas con amantadina y 13,6 minutos para

las vesiculas preincubadas con GM.

La mayor inhibición de la respuesta ibnica del receptor

por GMpodria ser el resultado de un efecto aditivo, sobre la

fijación de a-BuTx y sobre el influjo de °°Rb* inducido por Carb,

que la GMejerce sobre el receptor, tal comoaqui se describe y

como fue observado y por Kaldany y Karlin (1983).

Se EStUdio, luego, el efecto de la amantadina sobre la

VEIOCÍdadde fÍJaCiÓn de a-BuTx. La Fig. 5 muestra los resultados

de un experimento en el cual se midió la velocidad de fijación de



[‘=°I]-a-BuTx en presencia de amantadina (coincubacibn). Se observo
que la amantadina en concentraciones entre 10-4 My 10-6 Mno

modi€ico la velocidad de fijación de toxina. Los experimentos en

los cuales las membranasse preincubaron con amantadina utilizando
las mismasconcentraciones dieron resultados similares. Las

constantes de velocidad de segundo orden (k7) no difirjeron en

forma significativa en membranascontrol y en membranastratadas

(coincubadas y preincubadas) con amantadina (hr: 1,86 x 10°M"
seg").

La observacion de que la amantadina no afecto la

fijación en equilibrio ni la velocidad de Fijación de[‘2°q­
-a-BuTX. sugirió que esta droga podria ejercer su accion en un

sitio ¿“51:th0 del sitio de fijacion de agonistas: dicho sitio
podria estar localizado en el canal iónico o en otra parte de la

molécula de receptor o bien en la inter+ase lipido-proteina.
Con el objeto de obtener evidencias sobre el sitio de

acción de la amantadina, se estudio e] efecto de la misma sobre

las transiciones de aíinidad inducidas por Carb y sobre el curso

temporal del proceso de desensibilizacion. Comose demostro en la

primera parte del presente trabajo ambaspropiedades se

manifiestan en el receptor nicotinico de Q¿ tschudii reconstituido
en liposomas.

El receptor reconstituido en liposomas exhibió

transiciones de afinidad inducidas por Carb luego del tratamiento

con amantadina (Fig. ó). Las constantes de velocidad (kr) en los

tres casos (control, coincubacion y preincubación con (Tabla 10).
En un experimento se incluyo el anestésico local y

bloqueante no competitivo procaina (Tabla 10). La velocidad de

fijación de a-BuTx, en presencia de procaina, fue menor tanto en



vesiculas control comoen las tratadas con amantadina. Ademas, las

curvas de coincubación y preincubación con Carb fueron

coincidentes (Tabla 10), lo que indica que el receptor tratado con

procaina no exhibió transiciones de afinidad inducidas por Carb.

Se estudió,I luego, el efecto de 1a amantadina sobre el

curso temporal de las transiciones de afinidad inducidas por Carb.

No se observaron diferencias en el curso temporal de dicho

fenómeno en presencia de amantadina (Fig. 7).
Las transiciones de afinidad se correlacionan con el

fenómenode desensibilización.l por lo que los resultados que se

muestran en la Fig. 7 indican que la amantadina no ejerceria su

efecto inhibitorio promoviendoel establecimiento del estado
desensibilizado del receptor.

La Fig. 3 muestra que el ensayo de influjo de °°Rb*

inducido por Carb permitió evidenciar claramente el proceso de

desensibilización de la respuesta del receptor. Se estudió,

entonces, el efecto de la amantadina sobre la velocidad de

inactivación de la respuesta del receptor.

La Fig. B muestra el resultado de un experimento en el

cual se midió el curso temporal de la inactivación de la respuesta

inducida por Carb en presencia y en ausencia de amantadina. Se

observó que el tratamiento de las membranasreconstituidas

conteniendo receptor con amantadina 10’“ Mdisminuye el tiempo

empírico medio de inactivación, siendo de 39 segundos para las

membranas control y de 21 segundos para las membranas preincubadas

con amantadina. En otros dos experimentos realizados, el tiempo

empírico medio de inactivación en presencia de amantadina fue 55 Z

y 80 Z del valor correspondiente al control.



IV.4 EgCONSTITUCLON DEL RECEPTOR NICDTINICO POR EL METODO DE

PRECIEL_ACION CON POLIETILENGELQQL

Comose explicó anteriormente 1a reconstitución

involucra la separación del receptor de la membranamediante el

empleo de un detergente y su inserción en una membranaartificial

de composición definida.

Un paso importante en los procedimientos de

reconstitución es la eliminación del detergente. La reducción de

la concentración de detergente por debajo de 1a concentración

micelar critica, permite la agregación de los lípidos y de la
proteina en forma de bicapas lipidicas cerradas (vesículas) con la

proteina incorporada a las mismas. Sólo una adecuada eliminación

del detergente permite que la reconstitución resulte exitosa.
Varios metodos han sido utilizados para la eliminación

del detergente en la reconstitución de la función del receptor

nicotinico: diálisis (Epstein y Racker, 1978), dilución (Huganir y

col., 1979) y filtración en geles (Huganir y Racker, 1982).
En 1a reconstitución de otros sistemas receptores se ha

utilizado una tecnica consistente en precipitar con PEGel

receptor previamente extraido de 1a membranae insertarlo

posteriormente en liposomas (Kremenetzy y Atlas, 1984; Aguilar y

Ochoa, 1986). Este método de reconstitución tiene la ventaja,
sobre el metodo de diálisis, de permitir una eliminación más

rapida del detergente.
Se estudió, entonces, la aplicación del metodo de

precipitación con PEGpara reconstituir la función del receptor

nicotlnico del órgano electrico de Q¿tschudii.

Se analizó en primer lugar la incorporación del receptor

a los liposomas, ya que la mismaconstituye un requisito



indispensable para que el sistema reconstituido sea funcional.
Con tal {in se utilizo una columna de Bio-Gel-A-ls m.

Las muestras se incubaron con[1=B I]—a-BuTxy se filtraron a
través de la columna. La Fig. 9 muestra los perfiles de elución de

la columnade muestras reconstituldas por los métodos de diálisis

de colato y de precipitación con PES. Se observó que los sitios

que fijan["°l]—a-BuTx eluyen junto con los lípidos (Fig. 9 A-B,
C-D) en ambos tipos de preparaciones. La elucion conjunta de los

Sitios que fijan ü-BuTxy los lípidos constituye un buen criterio
de incorporación del receptor a los liposomas, ya que las

vesículas preparadas pOr el metodode dialisis de colato sometidas

a congelación y fractura y observadas al microscopio electrónico

muestran imagenes del receptor incluido en 1a membrana (Lindstrom

y col., 1980; Popot y col., 1981; Anholt y col., 1982). Ademas

dichas vesiculas exhiben patrones de migracion en gradientes
continuos de sacarosa compatibles con la incorporacion del

receptor a las mismas (Ochoa y col., 1983).

Otro requisito que se debe cumplir cuando se
reconstituye un sistema de transporte de membranaes que las

moléculas de proteina se orienten correctamente en la bicapa

lipldica. En el caso del receptor nicotlnico la orientacion
correcta es aquella en la cual los sitios de fijación de
acetilcolina quedanexpuestos hacia el exterior de las vesículas.

Para determinar el porcentaje de sitios expuestos, se

incubaron 100 pmoles de sitios con 200-250 pmoles de a-CTX no

radiactiva en TIB/BSAo con un volumen equivalente de TIB/BSAa

temperatura ambiente durante 60 minutos. Luego las vesículas se

diluyeron con solución NMTiooy se realizo un ensayo de {ijacion

de[‘=’I]-a—BuTxen la {orma habitual. El porcentaje de sitios
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expuestos se calculo de la siguiente manera:

sitios en presencia de a-CTX .\ K 1001 _

sitios en ausencia de a-CTX ‘/

Se calculo que B9 Z de los sitios que fijan[¡2°I]-a-BuTx
se orientan hacia el exterior de las vesiculas preparadas por
precipitación con PEG(sitios totales: 4,08 i 0,13 pmoles; sitios
internos: 0,43 t 0,03 pmolesa media i D.S de tres

determinaciones). En las vesículas preparadas por el metodo de
diálisis de colato el porcentaje de sitios expuestos fue 82 Z
(sitios totales: 4,26 i 0,22 pmoles; sitios internos 0,76 i 0,05;
media i D.S de tres determinaciones). Estos resultados indican que
un alto porcentaje de las moléculas de receptor se orientaron

correctamente en la membranamediante la técnica de precipitación

con PEGy que dicho porcentaje es comparable a1 que se obtiene por

el metodode diálisis.

Con el objeto de determinar si se produce una perdida de

sitios durante la reconstituciOn del receptor por precipitación

con PES, se midio la fijación de[*=°I]-a-BuTx en las distintas
etapas del procedimiento. Una pérdida promedio del 54 Z de los

sitios que +ijan a-BuTHse observo al utilizar este procedimiento
(Tabla 11).

Una vez comprobadas 1a incorporacion y la correcta

orientacion del receptor reconstituido en vesiculas por
precipitación con PES, se estudiaron sus propiedades funcionales.
Se realizaron estudios de las transiciones de afinidad e influjo

de '“Rb‘ estimulado por Carb.

Los experimentos donde se midio la velocidad de fijación

de[‘z°I]-a-BuTx, ademásde permitir evaluar las transiciones de



afinidad del receptor, brindan evidencias sobre la correcta

orientación del receptor en la membrana, debido a que este ensayo

se realiza en un medio sin detergente y la toxina, cuyo peso

molecular es de aproximadamente 8.000, no puede penetrar en las

vesículas. El valor de la constante de velocidad de segundo orden

(k7) fue similar para el receptor reconstituldo por los metodos de
precipitación con PESy de diálisis (Tabla 12).

Se estudió luego la capacidad del receptor reconstituido
por el metodo de precipitación con PESde translocar iones. A

diferencia de las vesiculas preparadas por diálisis, el receptor
nicotinico presente en las muestras reconstituidas por
precipitación con PESno exhibió influjo de "Rb‘ estimulado por
Carb, como se muestra en la Tabla 12. En las vesículas preparadas

por el metodode diálisis la respuesta del receptor a Carb

correspondió a un 53 1 17 Z (media i D.S. de 25 experimentos) del

influjo total (en presencia de Carb); en las vesículas preparadas
por precipitación con PEGdicho porcentaje correspondió a sólo el

7,8 t 5,8 Z (media i D.S. de 6 experimentos).

Másaún, las transiciones de afinidad, cuya

manifestación es una condición necesaria pero no suficiente para
el funcionamiento del receptor (Ochoa y col., 1983), tampoco se

hicieron evidentes en las muestras reconstituidas por el metodode

precipitación con PEG(Tabla 12). Se observó que los valores de la
k7 bajo condiciones de coincubación y preincubación con Carb
resultaron similares.

E1 valor de la constante de baja afinidad por Carb (Ki)

no se modificó por el tratamiento con PEG (Tabla 12), indicando

que la ausencia de transiciones de afinidad y de influjo de BeRb*
no se deberia al establecimiento de un estado desensibilizado del



receptor.
Los resultados de los experimentos de filtración en

geles y de orientacion del receptor en 1a membranaindicaron que

la ausencia de respuesta del receptor reconstituido por PESno
puede explicarse por la falta de incorporaciOn del mismoa la

membranao por un bajo porcentaje de sitios expuestos al agonista.

Se considero, entonces, la posibilidad de que la

exposicibn del receptor a 3 °C fuera la causa de la inactivacibn

de la respuesta. Los resultados indican que esto no es asi. Se
observo que las membranasreconstituidas por diálisis y sometidas

a 37 °C durante dos periodos de 1,5 minutos, presentaron influjo

de "Rb* estimulado por Carb (Carb +2 5,36 i 0,84 nmoles °°Rb*/

nmol receptor: Carb -: 2,89 t 0,14 nmoles BbRb*/ nmol receptor;

media i D.S de tres determinaciones; efecto: 2,47 nmoles

"Rb*/nmol receptor).
Se ha informado la presencia de impurezas en las

preparaciones comerciales de PEG (Hamburger y col., 1975; Honda y

col., 1981) tales comosustancias que inician y terminan la
polimerización del óxido de etileno, productos oligomericos de

PEG, productos de descomposición oxidativa del PES tales como

aldehidos o acidos, y antioxidantes. Estas impurezas presentes en
las preparaciones de PEGpodrian ser las responsables de los

efectos mencionadosen las preparaciones reconstituldas.

Para estudiar 1a posibilidad de que las impurezas

presentes en las preparaciones de PESinterfieran con el correcto

funcionamiento del receptor, se purifico una muestra de PES

mediante extracción con éter etílico comofue descripto por Honda

y col. (1981), y se utilizo la preparación purificada para la
reconstitucibn.



Se observo que el receptor incorporado a vesículas

preparadas utilizando PEGpurificado exhibió transiciones de

afinidad (Tabla 12) e influjo de °°Rb* estimulado por Carb (Tabla
14). Cuando las impurezas se agregaron a la preparación de PEG

purificada, la respuesta en las membranasreconstituídas fue menor
(Tabla 14).

Se intento establecer las posibles causas de la falta de
influjo iónico estimulado por Carb en las preparaciones

reconstituídas por el metodo de precipitación con PEG.
Se estudio el efecto del FEB25 Z (concentracion a la

cual se expone el receptor durante el procedimiento de

reconstitucion) sobre la fijación en equilibrio de[1=” fi-U—BUTKy
sobre la actividad de la enzima ACE.El PEGno afecto la fijación

de toxina a proteoliposomas preparados por la tecnica de diálisis,

ni la actividad de la enzima ACEde membranas nativas de Organo
electrico (Tabla 15).

Estas observaciones, sumadas al hecho de que el PEGa la

concentración utilizada en el presente trabajo no interactua con
proteínas tales comola albúmina de suero bovino y la ribonucleasa

(Atha e Ingham, 1981), sugieren que la molécula de receptor

conserva su integridad luego del procedimiento de reconstitucion.

Se realizaron en el laboratorio experimentos tendientes

a conocer si el PES o las impurezas presentes en las muestras de

PEGperturban las moleculas de los lípidos adyacentes al receptor,

los cuales son mencionadosaquí para facilitar la posterior

díSCUSíOnde los resultados. El estudio del contenido de lípidos
polares y neutros en un extracto total de lípidos de vesículas
preparadas por los metodos de diálisis y de precipitación con PES
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(purificado y no purificada) por cromatografía en capa delgada y

densitometria cuantitativa reveló que las vesículas preparadas con
PEGno purificado mostraron una mancha mas densa a 1a altura de 1a

relación de frentes (RF) correspondiente a los acidos grasos
libres comparadascon las muestras preparadas por dialisis. Nose

observaron diferencias a nivel de los lípidos polares. E1 aumento

porcentual promediode los ácidos grasos libres respecto del resto
de los llpidos, esteres de esterol, triglicéridos, esteroles y
lipidos polares, fue de 62.51 t 8,61. Estos resultados indicaron
que 135 preparaciones de VES!cu1as reconstituldas por el metodo de

precipitación con PESfueron mas ricas en acidos grasos libres que

las muestras preparadas por dialisis de colato.
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IV.S Egjr1ngs DE LOS EFECTOS DE LA TIMOPENHNA (TF'S) sggrgic

RECEPTOR NICÜTINICO RECONSTITUIDD EN LIPOSÜMAS

Con el objeto de profundizar en el conocimiento del

funcionamiento del receptor, y mas especificamente de los factores

que modifican la desensibilizacibn, se estudio el efecto del

pentapeptido timopentina sobre algunas propiedades funcionales del
receptor. Este péptido posee una estructura primaria que

corresponde a los aminoácidos 32 a 36 de 1a timopoyetina y

corresponde a1 sitio activo de 1a hormona.

Tanto la hormona entera comoel pentapeptido derivado de

ella, ademas de sus efectos inmunológicos, producen un bloqueo de
la transmision neuromuscular.

En primer lugar se estudio el efecto de la Tp5 sobre la

fijación en equilibrio de [‘zsíl-a—BuTxa1 receptor incorporado a
liposomas. A diferencia de la a-BuTx no radiactiva, la Tp5 no

inhibio 1a fijación de[‘=’I]-a—BuTxa concentraciones de 10"" y
10"" (Tabla 16). Más aún, en un experimento se observo que la

TpS a una concentración de 10‘4Mno modifico la velocidad de

fijación de [‘z’I]-a—BuTxni las transiciones de afinidad
inducidas por Carb.

Si bien la Tp5 no afectó la fijación en equilibrio ni la

velocidad de fijación de [‘ZBI]-a—BuTx,el pentapeptido modifico
el flujo ibnico inducido por Carb en un amplio rango de
concentraciones (Tabla 17).

Aunque 1a Tp5 redujo el influjo de e¿’Rb‘a las vesículas

en presencia y en ausencia de Carb, el efecto inhibitorio de la

Tp5 que se muestra en la Tabla 17, fue producido a expensas del

influjo inducido por Carb. En S experimentos realizados con TpS

10’“Mel porcentaje de reduccion de los valores de influjo en



presencia y en ausencia de Carb fueron 55%y 36%respectivamente.

El efecto inhibitorio de la TpSsobre la funcion del

receptor reconstituido en liposomas podria deberse a una inducción

por parte de péptido del estado desensibilizado del receptor en el
cual el canal se encuentra cerrado y el receptor no es activable

por el agonista. Esta hipótesis cobró fuerza al publicarse,
mientras este estudio se estaba llevando a cabo, un trabajo de

Revah y col. (1987), quienes estudiaron el efecto de la Tpo sobre

el receptor mediante técnicas de "patch clamp" en miotubos de la

linea celular C: del raton y por ensayos bioquímicos en fragmentos

de membranasricos en receptor purificados del Organo eléctrico de
T. marmorata. Estos autores demostraron que la Tpo acelera la

velocidad de desensibilización del receptor en presencia de Ca=*.
Teniendo en cuenta estas evidencias, se estudió el

efecto de la TpSsobre la velocidad de la etapa lenta de

inactivacibn del receptor reconstituido en liposomas. Las muestras

de proteoliposomas se preincubaron con Tp5 a concentraciones entre

10"°M y 10"". Se observo que la Tp5 acorta el tiempo empírico
medio de inactivacibn únicamente a una concentracion de 10’3M

(Fig. 10). Los valores de tiempo empírico medio fueron 48,4

segundos para las membranascontrol y 22,8 segundos para las

membranas preincubadas con Tp5.

Cuando los liposomas se prepararon en un medio

conteniendo ClzCa ImMy la concentracion de TpS fue 10-4M, la

reducción del tiempo empírico medio de inactivacion {ue mas

acentuada aún (Fig. 10): 24,6 segundos para las vesículas control
y 9,3 segundos para las vesículas tratadas con TpS.
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FIJACIÜN DE [‘“5f1-a-BuTx, ACTIVIDAD DE ACE Y CONTENIDO DE
PROTEINAS EN MEMBRANASNATIVAS DE D. tschudii

Fracción [‘2BI]—a-BUTKfijada ACE Proteina
(nmoles/mg) (“moles ATC/mg.min) (mg)

A 0,63 18.7 69

B 1.65 9.0 64

C 1,06 24.9 100

Los resultados pertenecen a un experimento partiendo de 179 g de
tejido. Los valores corresponden a 1a media de 2 determinaciones.
Se realizaron_ un totai de siete experimentos en los cuales la
cantidad de tEJIÓD original varió entre 50 y 290 g_ En todos ¡DE
casos la fracción B presentó la mayorfijación especifica de
[‘2°]I-a-BUTK.
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TABLA 2

FIJACION DE [‘25l]-a-BUTX A MEMBRANASNATIVAS DE D. tschudii EN
PRESENCIA DE LIGANDÜS NICOTINICÜS

Muestra [‘ZBI]—a-BUTKfijada
(pmoles / mg)

Control 130

a-CTX 4 K 10”" 21 (84)

a-CTX 4 x lO-ón 2 (9B)

Amantadina 10-5" 135 (o)

Amantadina 10"" 133 (0)

DN 10”" 144 (0)

GM 10-4" 49 (62)

Membranasnativas de la fraccibn B (proteina: 0,04 pg/ml) fueron
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente con las drogas
espe ificadas y luego se llevo a cabo un ensayo de fijación de
‘zulï-u-EuTx en equilibrio como se explico en Materiales y
Métodos. Los valores corresponden a la media de determinaciones
realizadas por duplicado. Entre paréntesis se expresa el
porcentaje de inhibición respecto del control.
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TABLA 3

INFLUJÜ DE fl"Rb" A MEMBRANASNATIVAS DEL ORGANO ELECTRICO DE

Qigcogxge tschudii

Muestra Influjo de °°F<b+(pmoles)

Carb‘ Carb- Efecto

Control 50,7 i 1,2 26.2 i 1,5 24,5

Preincubación

Carb 1,20 x 10-3" 29.1 t 6,6 28,7 i 0,1 0,4

Preincubacibn

d-TC 6,25 x 10-6" 23,4 t 8,4 16.0 I+ H U1 \I J:­

Las muestras se incubaron durante 10 minutos a 0°C con Caro o d-TC
a las concentraciones especificadas o con Buffer A (control). El
influjo de "ÓRb* se midib como fue explicado en Materiales y
Métodos utilizando 0,15 mgproteína y 5,4 pg °°Rb*. Los ensayos se
realizaron a 30 segundos. Los resultados corresponden a un
experimento y se expresan como la media i D.S de tres
determinaciones.



IQBLA 4

EXTRACCION Y PURIFICACION DEL RECEPTOR NICÜTINICO DE Q; tschudii

Etapa de la [‘2BI]-a-BuTx fijada Proteina ACE
purificación nmoles Z nmoles/mg mg Z nmoles Z

Membranas 101 100 0,30 336 100 10,0 100

Extracto colato

de sodio al 1% 57 56 0,25 228 68 4,6 46

Receptor

purificado 10 10 4,20 2,3 0.7 0,3 3

Los resultados corresponden a un experimento a partir de 298 g de
tejido, de un total de 11 experimentos realizados. La Carb
utilizada para eluir el receptor de la columnase elimino de la
muestras por diálisis antes de realizar los ensayos de fijación

L:2511 -a-BuTx y de actividad de ACE. Toda la actividad deoli esterasa de D tschudii es de tipo especifico (e.g. EC:
3.1.1.7) (Ochoa,_Ï9 U . a actividad se expresa en nmoles de
sitios cataliticos,I
y 10 moles de ATChidrolizados por minuto y por
(McNameey col., 1975).

gramo de enzima
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IQBLA É

COMPOSICION EN AMINOACIDÜS DE LAS SUBUNIDADES DE RECEPTOR

NICÜTINICD DE QL “ggg¿_1i

Moles Z

Aminoácido a 6 T 6

Asx 10,5 11,4 12.5 19,6

Thr 6,7 6,5 6,0 5.4
Ser 7,9 7.6 5,1 5,6

61K 11,0 11,5 11,4 9,8

Pro 5,3 6,4 6.9 6,5
Gly 6,0 4,6 5,: 5,2
Ala 4,4 5,2 5,1 5,1

Cys 0,9 0,9 1,2 1,0
Val 7,4 7,1 6,0 6,6

Met 2,8 1,5 1,6 2,0

Ile 7,8 5,9 7,0 7,3
Leu 8,0 9,8 10,6 10,0

TYF 3,4 3,7 3,8 4,1

Phe 4,0 4,3 4,7 5,1

Trp 1,4 1,4 1.3 1,4

Lys 6,8 7,1 6.5 5.3

H1s 3.2 2,? 1.8 2,5

Arg 7.5 4,4 4,7 5,0

Los resultados corresponden a los valores promedio de Cinco
determinaciones.



IABLA ó

RECÜNSTITUCION DE LA ACTIVIDAD DEL RECEPTOR NICOTINICD EN

LIFÜSDMAS

Fuente de material Influjo de DóRb* (cpm x 10-3)

Caro + Carb - Efecto

Receptor extraido de

membranas (fraccion B) 8,80 t 0,70 2,34 i 0,19 6,46

Receptor purificado 6,95 i 0,57 5,13 i 0,79 1:92

Los resultados corresponden a 1a media t D.S de determinaciones
realizadas por triplicado. Los ensayos se realizaron a 30
se undos. La relacion lípido/proteina (L/P) fue 30 para el
ma erial extraido de la fracción B de membranas y 150 para el
material purificado. La concentracibn de lipído fue 33 mMen ambos
C8505 .
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ABLA 7

EFECTO DE LA CONGELACION Y DESCONGELACION SOBRE EL INFLUJO DE

"Rb* ESTIMULADO POR CARE Y EN EL VOLUMEN INTERNO DE LAS MEMBRANAS

RECONSTITUIDAS CONTENIENDO RECEPTOR NICOTINICO

Influjo de °°Rb* (cpm x 10-3) Volumen interno

Veslculas Carb‘ Carb’ Efecto (n1/pmol lípido)

No congeladas 6,9 t 1,6 5,0 i 0,1 1,9 634 t 36

Congeladas 21,0 t 0,8 12,9 i 0,5 8,1 B94 i 1

E1 1n+luj0 de °°Rb* estimulado por Carb y el volumen interno de
las vesículas se midió comose explico en Materiales y Métodos en
membranas no congeladas y en membranas congeladas a -70 °C y
descongeladas a 0 °C. Los resultados corresponden a 1a media t D.S
de tres determinaciones. El influjo de “bRb* se midib a 30
segundos.
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INACTIVACIÜN DE LA RESPUESTA DEL RECEPTOR NICÜTINICÜ RECONSTITUIDÜ

EN LIPDSDMAS

Preincubacibn Tiempoempírico medio de inactivacibn

(seg)

Carb 5 pH 50,2 i 13,1 (n=7)

Carb 10 un 25,5 i 11,4 (n=4)!

Carb 5 un + 012Ca 1 mM 23,2 t 3,3 (n=3)t*

Los valores del tiempo empírico medio de inactivación se
calcularon a partir de graficar el logaritmo de la respuesta en
función del tiempo de preincubacibn con Carb y corresponden al
tiempo al cual la respuesta se redujo a la mitad del valor
inicial. Los resultados se expresan comola media i D.S de
experimentos cuyo número se indica entre paréntesis. La
significación de las diferencias entre los promediosse determinó
por el test "t" de Student.
t 0,0l<p<0,02 y tt 0,001<p<0,01 con respecto a1 valor en presencia
de Carb 5 un.
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IQELA 9

LOS EFECTOS DE PREINCUBAR VESIOULAS CONTENIENDO RECEPTOR

NICOTINICÜ CDN AMANTADINAY OM SOBRE LA FIJACION DE [‘z’I]-a-BUTR

Y EN EL INFLUJÜ DE '“Rb‘ ESTIMULADÜ POR CARE

a-BuTx unida Influjo de BbRb*

Incubaciones Carb‘ Carb’ Efecto

Control ó,50t0,89 B,7212,85 3,99i0,58 4,73
Amantadina

10-5 M 6,45t0.99(0,8) 5,35t0,43(39) 3,24t0,38(19) 2,11(55)
Amantadina

10" M ó,36il,18(2) 5,1611,53(41) 3,73t0,60 (ó) 1,43(70)

Control ó,27i0,43 5,17i0,19 1,2Si0,07 3,92

OM10’B M ó,35i0,38(0) 4,36i0,41(16) 1,36i0,03(0) 3,00(23)

0M10" M 3,3810,01(4ó) 1,69i0,13(ó7) 1,29i0,05(0) O,40(90)

Las membranas se incubaron con amantadina o OH a las
concentraciones especificadas a 0 °C durwnte 20 minutos. La
fijación de toxina se expresa en nmoles r‘2°]I-a—BuTx unidos/mg
proteina y el influjo de ’ÓRb* en nmoles/nmol receptor. Los
ensayos de influjo se hicieron a 30 segundos. Entre parentesis se
indican los porcentajes de inhibicibn respecto de los valores
control. Los resultados corresponden a la media t D.S. de tres
determinaciones.
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ABLA 10

EL EFECTO DE LA AMANTADINA Y LA PROCAINA SOBRE LAS TRANSICIONES

DE AFINIDAD INDUCIDAS PUR CARE

Tratamiento HT (M-i seg-1) x 1C)a

CONTROL

Control 2,10 t 0,13 (n=4)

Coincubacibn 1,28 t 0,31 (n=4)

Preincubacibn 0,68 i 0,35 (n=4)

AMANTADINA 10" M

Control 2,14 i 0.30 (n=4)

Coincubacibn 1,28 t 0,27 (n=4)

Preincubacibn 0,96 i 0,36 (n=4)

PROCAINA 10" M

Control 1,70 (n=1)

Coincubacion 0,91 (n=1)

PreincubaciOn 1,03 (n=1)

Las constantes de velocidad de segundo orden (k7) se calcularon a
partir de experimentos similares al que se muestra en l Fig. 6,
en los cuales se midió la velocidad de fijación de ‘291Ï—a-BuTxa0,5, 1, 1,5 y 2 minutos para minimizar los efectos de la
desensibilización. Los valores corresponden la media i D.S. de n
experimentos. La significación de las di€erencias entre los
promedios de las k7 para coincubacibn y preincubacion se determinó
por el test "t" de Student.
0,05<p<0,02 y 0,2<p<0,3 para el control y para amantadina 10“"
respectivamente.
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IfifiLA 11

FTJACION DE[‘2°I]—a-BUTH EN LAS DISTINTAS ETAPAS DE LA
RECÜNSTITUCION DEL RECEPTOR NICÜTINICO POR EL METODO DE

PRECIPITACIDN CON PÉG

Etapa de la reconstitucibn [1251]—a—BuTxfijada
(nmoles totales)

Receptor purificada 3,27 i 0,21

Receptor + asolectina + colato 2% 3,87 t 0,19

Receptor + asolectina + colato 2%+ PEG 2,74 i 0,08

Sobrenadante 1,06 1 0,04

IQ centrifugacion
(80.000 K g, 60 min.) Sedimento 1,73 i 0,12

Sobrenadante 0,01 i 0,01

22 centrifugacibn

(100.000 x g, 30 min.) Sedimento 2,01 I+ O \I 03

Los resultados corresponden a un experimento de un total de 5
realizados. Los valores indican los nmolesde sitios totales en
cada fracciOn y se expresan como la media t D.S. de 3
determinaciones. El porcentaje de sitios recuperados fue 61 Z,
34 Z, 71 Z, 52 Z, y 53 Z en las preparaciones realizadas.
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TAELA 12

PROPIEDADES DE FIJACIÜN DE LIGANDOS DEL RECEPTOR NICOTINICO

RECÜNSTITUIDD POR DIALISIS DE CDLATD Y POR PRECIPITACION CON PEG

Constantes de disociación kr (M"x seg") x 10B

para Carb (M)

Veslculas K1 K2 kr man kr cs kr pr­

Dialisis 2,58x10’“ 3,5x10-a 1,4010,41 1,0210,35 0,4Bi0,33
(n=3)

PEG 2,80H10‘6i n.d’ 1,4810,45 O,53i0,33 0,73:O,30
1.7K10‘“ (n=ó)

PEG

purificada n.d. n.d. 1,78 0.55 0.1
(n=1)

Entre paréntesis se expresa el númerode experimentos realizadospor duplicado.
n.d.= no determinado; n.d'.= no determinado debido a que los
valores de kT :D y kr pr. fueron similares.
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ELLA 13.­
FLUJO IONICÜ DE VESICULAS CONTENIENDÜ RECEPTOR NICÜTINICO

PREPARADAS POR LOS METODOS DE DIALISIS DE COLATÜ Y DE

PRECIPITACION CON PEG

Influjo Vol. equilibrio
(nmoles 'ÓRb’/nmol receptor) (nl/pmol lipido)

Vesiculas Carb‘ Carb’ Efecto

Diálisis 4,36 i 0,46 1,39 i 0,15 2,97 0,76 i 0,11

PEG 10,49 t 1,40 10,09 i 1,10 0,40 2,84 t 0,12

Los resultados se expresan como 1a media t 0.8 de 3
determinaciones. El porcentaje promedio de la respuesta
(cpm«c-rn+> - cpm<c-ru—>)respecto del influjo total (cpm«c.ru+¡)
fue 7,8 t 5,8 (n=ó) y 53 i 17 (n=25) para Vesiculas reconstituidas
por los metodos de precipitación con PEGy de diálisis de colato
respectivamente
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IW
INFLUJO DE '“Rb* A MEMBRANASRECÜNSTITUIDAS POR EL METODO DE

PRECIPITACION POR PEG UTILIZANDO PEG PURIFICADO

Influjo de °°Rb‘ (nmoles/nmol receptor)
Veslculas Carb’ Carb’ Efecto

PEGpurificado 8,95 t 1,22 6,49 t 0,22 2,46 (27)

PEGpurificado+impurezas 8,91 i 0,68 7,84 t 1,25 1,07 (12)

Los ensayos se realizaron a 30 segundos. Los resultados se
expresan como la media i D.S. de 3 determinaciones. Los valores
indicados entre paréntesis se calcularon comofue explicado en la
Tabla 13.
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TABLA 15

EFECTO DEL PEG SOBRE LA FIJACION DE[‘=° q-ü-BUTK A HEMBRANAS
RECONSTITUIDAS Y SOBRE LA ACTIVIDAD ACE EN MEMBRANAS NATIVAS

Muestra [‘25 j-a-BuTx {ijada ACE
(nmóles/mg) (“moles/min.mg)

Control 2,61 i 0,21 1,49 i 0,15

PEG25 Z 2,20 t 0,09 (84) 1,54 t 0,14

PEG2,5 Z 2,67 i 0,21 (102) n.d.

La fijación deleD j-a-BUTKse midió en membranasreconstituidaspor el metodo e di lisis. Las muestras se incubaron durante 15
minutos a 0 °C con PEG (concentración final 25 Z y 2,5 Z
respectivamente) o con un volumen equivalente de solución A. Luego
se midió 1a fijación del}25 i}u-BuTx en equilibrio en 1a formahabitual.
La actividad de ACEse midió en membranas nativas incubadas
previamente con PEGal 50 Z (concentración final 25 Z) durante 15
minutos a O °C.
Los resultados se expresan como 1a media i D.S. de 3
determinaciones. Entre paréntesis se expresan los porcentajesrespecto del control. n.d.: no determinado.
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TABLA 16

EL EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOBRE LA FIJACION EN EQUILIBRIO DE

[‘ZBI]-G—BUTK AL RECEPTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN LIPOSOMAS

[‘251]-a-BuTx fijada
(nmoles/mg prot.)

EXPERIMENTO A

Control 6,42 i 0,80

TpS 10"M 7,18 i 0,87 (0)

a-BuTx 4 H 10"M 0,33 i 0,07 (95)

EXPERIMENTO B

Control 5,42 i 0,17

Tp5 10-’M 4,54 i 0,19 (16)

Tp5 10"M 4,62 t 0,48 (15)

En el experimento A, las membranas se preincubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente con TpS o con a-BuTx no radiactiva a las
oncentraciones especificadas. Luegose midió la fijación de
‘GBI -a-BuTx en equilibrio, manteniendo constantes las

concentraciones de uno y otro polipeptido durante todo el ensayo.
En el experimento B las membranas se coincubaron con Tp5 y
L‘=’I -a-BuTx. El control se refiere a membranasno tratadas conpS a-BuTx no radiactiva. Los resultados corresponden a1
promedio i D.S.de tres determinaciones. Entre paréntesis se
indican los porcentajes de inhibición respecto del control. El
experimento A se repitió 2 veces en 2 preparaciones diferentes de
membranasobteniéndose resultados similares. El experimento B se
repitió 2 veces en la mismapreparación no observándose inhibición
de la fijación de toxina por Tp5.
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T A 17

EL EFECTO DE LA TIMÜPENTINA SOBRE EL INFLUJÜ DE BbRb‘ INDUCIDÜ POR

CARE A VESICULAS CONTENIENDÜ RECEPTOR NICOTINICO

Incubaciones Respuesta

(nmoles B¿'Rtr'lnmol receptor)

Control 3,83 i 1,82

Tps 104°" 1,08 1' 0,34 (72)

T05 10-sn 0,87 i 0,35 (77)

Tps 10-6" 0,27 i 0,20 (93)

Tps 10-4" 0,55 :t 0,24 (86)

TpS fue incluido en la mezcla de reaccion a las concentraciones
finales especificadas. El influjo de aaRb+se midib a 30 se undos
y las determinaciones se hicieron por triplicado. Los resul ados
corresponden al promedio i D.S. de la diferencia. Entre paréntesis
se indican los porcentajes de inhibición respecto del control. Los
resultados de T95 10"" fueron obtenidos en 9 experimentos
utilizando 3 preparaciones diferentes de vesículas y los
resultados correspondientes a Tp5 10-‘0M, 10-9" y 10-6" {ueron
obtenidos en 2 experimentos utilizando 2 preparaciones diferentes.
Resultados similares se obtuvieron en 3 experimentos en los cuales
las vesiculas conteniendo receptor se preincubaron con TpS durante
1 hora a temperatura ambiente.
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EJGUR 1

ELECTROFORESIS EN GELES DE PDLIACRILAMIDA EN PRESENCIA DE SDS DEL

RECEPTOR NICDTINICO DE DL tschudii PURIFICADD POR CRDMATOGRAFIADE

AFINIDAD

60,000 49,500

66,300] [41,200

hü

A550 nm

E1 experimento se realizo como se explicó en Materiales y Métodos.
Se muestra el resultado de una corrida electroforética y el
trazado densitométrico (absorbancia a 55(2)nm) del gel.
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_JGURA 2

INHIBICION DE LA VELOCIDAD INICIAL RELATIVA DE FIJACIÜN DE

[‘251]-a-BUTK AL RECEPTOR NICOTINICD RECÜNSTITUIDO EN LIPDSOMAS POR

CARE

1 p

X
r0
E

.X

‘\ CIS"
.X

I o .

-3 -7 -s -5
log[carb] M '

(membranas no preincubadas con Carb).( ) Estado de baja afinidad
(membranas preincubadas con Carb 10( ) Estado de alta afinidad

pM).

La concentración final de sitios y de 12°á]—a—BuTxfue 5 n" y 30nMrespectivamente. La velocidad de fiJaCi n de toxina se midió a
2 minutos para minimizar los efectos de la desensibilizacion o de
la recuperacion de la misma. Los valores representan 1a media de
dos determinacianes.
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FIGURA 3

CURSO TEMPORAL DE LA INACTIVACIÜN DE LA RESPUESTA DEL RECEPTOR

NICDTINICÜ RECONSTITUIDO EN LIPÜSOMAS

30 ' 60
Tiempo de preincubacion con carb(Seg)

Las vesículas de asolectina conteniendo receptor {ueron
preincubadas con Carb 1 14M(A); 5 34M(I); 101.17%(O) y 5 ¡m en
presencia de Clzca 1 mM(EJ) por los tiempos especiíicados y luego
se midió el in41ujo de "bRb* estimulado por Carb 1 mma 10
segundos. En los experimentos en presencia de calcio, la solución
empleada en la reconstitucibn del receptor y en los ensayos {ue
solución A sin EDTAy suplementada con ClzCa 1 mM.
Cada punto representa la media de dos determinaciones.
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¿BORA 4

LOS EFECTOS DE F'REINCUBAR' LIPOSOMAS CONTENIENDO REOERTOR

NICOTINICO CON AMANTADINA v OM SOBRE EL INFLUJD IDNICD ESTIMULADO

POR CARE

Efecto/Efectom

.0 01

\
2 4 6 8 ¡O

Tiempo de influjo (min)

Las membranas conteniendo receptor se incubaron con solución A ( )
amantadina 10-“ M (A) o GM10‘4 M (I) durante 20 minutos a

0°C, y luego se midió el influjo de “ÓRb* por los tiempos
especificados. Los resultados se expresan comoefecto/efecto- en
funcion del tiempo de influjo. El efecto- se refiere al influjo de
o"chbmedldo a las 48 horas, cuando el isotopo se ha equilibrado
entre el interior y el exterior de las vesículas. Cada punto
representa la media de dos determinaciones.



FIGURA 5

EL EFECTO DE COINCUBAR EL RECEPTOR NICOTINICO RECÜNSTITUIDÜ EN

LIPÜSÜMAS CON AMANTADINA SOBRE LA VELOCIDAD DE FIJACIÜN DE

[1251]*a’BUTK
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Q
* g
E ÉO. .e á
x o
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o l l
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La reaccibn se llevo a cabo en ausencia (Control,CD o en presencia
de amantadina 10“° M (D), 10"E5M (A) 10‘“ M (0»). Losresultados corresponden a la media de de erminaciones realizadas
por duplicado. Resultados similares se obtuvieron en experimentos
en los cuales las membranasse preincubaron con amantadina a las
mismas concentraciones durante EOmi utos a O°C y posteriormente
se midió la velocidad de fijación def‘2511—anBuTH.



ELGURA ó

EL EFECTO DE PREINCUBAR RECEPTOR NICÜTINICD RECONSTITUIDO EN

LIPDSDMAS CDN AMANTADINA SOBRE LAS TRANSIEIUNES DE AFINIDAD

INDUCIDAS POR CARE

ÍïÏZ' (a) ÏZí (b) . A
E A 'CL.9

.353
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O I 1 O n ­
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Tiempo (min)

Las vesículas conteniendo receptor incorporado se incubaron con
soluciOn A (a) o con amantadina 10-4 M (b) durante 20 minutos a
0°C. Luego de 1a preincubacibn las membranas se coincubaron con
solución A (A,A’) o Carb 10 HM(8,3’) o se preincubaron con Carb
10 pH durante 30 minutos a O °C C,C’) y posteriormente se midio
la velocidad de fijacion de[12u1 —a—BuTx.



FIGURA 7

EL EFECTO DE LA AMANTADINA SOBRE EL CURSO TEMPORAL DE LAS

TRANSICIDNES DE AFINIDAD INDUCIDGS PUR CARE
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Tiempo de preíncubacíón con Carb(mín)

Se midió la velocidad de {ijacion de ¿1261 _ü_BuTKen presencia deCarb 10 pH (coincubacibn) y luego de rein ubar el receptor con
Carb 10 un por los tiempos especificados. Las curvas de velocidad
inicial se ajustaron por regresión lineal y se grafico la relación
pendiente/pendiente max.(que es equivalente a k/km-n (Walker y
col., 1981 a) en función del tiempo de preincubacibn con Carb. El
valor de pendiente maximacorrespondió a la pendiente de la curva
de coincubacibn (tiempo de preincubacion cero). Membranascontrol
( O ). Membranas preincubadas con amantadina 10-4 Mdurante 20
minutos a 0 °C (A). Los valores corresponden a la media de
determinaciones realiEadas por duplicado.



FIGURA 8

CURSO TEMPORAL DE LA INACTIVACION DE LA RESPUESTA DEL RECEPTOR

NICOTINICO EN PRESENCIA Y AUSENCIA DE AMANTADINA

Efecto(cpmxïo'a)

O
1 l | 444

0 20 40 60

Tiempo de preincubación con Carb (seg)

Las membranas, preincubadas con solucion A (.) D con amantadina
10" M (O) durante 15 minutos a 0 °C, se expusieron a Carb 5 HM
por los tiempos especificados y luego se midió el influjo de °°Rb*
en presencia de Car-b 1 mM.Los coeficientes de correlacipn y las
pendientes fueron 0,90 y 43,008 para el control y 0,95 y -0,014
para las membranastratadas con amantadina.



INCORPORACION DEL RECEPTOR NICOTINICO A LIPOSÜMAS PREPARADOS POR

LÜS METODOS DE DIALISIS DE COLATÜ Y DE PRECIPITACION CDN PEG
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Las filtraciones se realizaron a traves de una columna de
Bio-Gel-A-lSm. Las muestras de liposomas c teniendo 5-6 pg de
receptor se incubaron con 16 pmoles de ‘25 I u-BuTx durante 45
minutos a temperatura ambiente y luego se pasaron a traves de la
columna, como se explicó en Mat riales y Métodos. La muestra de

toxina (F) contenía 8 pmoles deï‘25 I a-BuTx.A-B proteoliposomas preparados or el método de precipitación con
PEG.
C-Dproteoliposomas preparados por el método de diálisis decolato.
E eceptor puriiicado en colato de sodio 1 Z.
F[:2= j-ü-BUTH
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EIGURA 10

EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOBRE LA VELOCIDAD DE INACTIVACIDN DEL

INFLUJO DE "¿Rb‘ ESTIMULADD POR CARE

30

(a)

Influio«86m?(cpm.10'2)

Tiempo de preincubacíóh con Carb (seg)

Las vesículas se prepararon en solucion A o solución A + Cl=Ca 1
mMsin EDTA(trazos continuos y punteados respectivamente). La
velocidad de inactivacibn se midió en ausencia (simbolos negros) y
en presencia (simbolos blancos) de TpS como se explicó en
Materiales y Métodos. Las concentraciones de TpS fueron 10‘s" (A )
para El experimento Sim Ca2* y 10“‘M (CD) para el experimento en
PFGSEÑCIade Ca2*. Las rectas se ajustaron por regre51on lineal
considerando los valores por triplicado. Los puntos representados
corresponden al promedio de 3 determinaciones. Los coeficientes de
correlaciOn fueron mayores de 0,80 en todos los casos.



DISCUSION

V.1. CARACTERIZACION QEL RECEPTOR NICDTINICÜ DEL ORGANO ELECTRICO

DEDiscopyge tschudii

El organo electrico de Q; tschudii presenta
caracteristicas similares al de otras especies de rayas eléctricas
en cuanto a ubicacion anatómica y estructura macroscopica.

Los estudios de microscopía electronica de transmisión

(Iraldi y col., 1984; Mendezy col., 1984) han revelado que la

ultraestructura del organo electrico de 9L tschudii es similar a
la descripta en especies del genero Igggggg (Sheridan, 1965).

La existencia de marcadores altamente especificos del

receptor nicotlnico, comolo son las toxinas curaremimeticas, han

permitido la localizacion, puri+icacion y caracterización de este
receptor. En efecto, 1a a-BuTxy otras toxinas de serpientes se

unen en forma especifica y casi irreversible a1 receptor
nicotinico del músculoesquelético de vertebrados (referencias en

Lee, 1979) y del órgano electrico de peces (Changeux y col., 1970;

Miledi y col., 1971).

Se han descripto varios métodos para 1a preparación de

fragmentos de membranasricos en receptor nicotinico de organo

eléctrico de especies del genero TorQedo. En todos ellos la

separacion de dichos fragmentos es el resultado de la alta
densidad de las membranasque contienen receptor (1,18 g/ml)

comparada con la densidad promedio de las membranas de 1a

electroplaca (1,14 g/ml) (Hartig y Raftery, 1979).



El primer paso en el estudio del receptor nicotinico del

órgano electrico de Q; tschudii consistió en la aplicacion de una

tecnica de fraccionamiento, empleandoCentrifugaciones a baja y

alta velocidad, y en gradientes de sacarosa. para la preparación

de fraCCiones de membranasdel mencionado tejido parcialmente

purificadas.

La mayor fijación de[‘=°] —a—BuTKy la menor actividad
de ACEobservadas en la fraccion media de los gradientes de

sacarosa (fraccion B) comparados con las fracciones superior (A) e

inferior (C) indica que se puede obtener una fraccion de membranas

enriquecida en receptor nicotlnico del organo eléctrico de Q;
tschudii. La fijación de a-BuTx a la fraccion B de membranasfue

bloqueada por el tratamiento previo de las mismas con a-CTXno

radiactiva lo que indica la especificidad de la union de la a-BuTx

a dichas membranas. La posibilidad de obtener una fracción de

membranasenriquecida en receptor resulta importante para realizar

estudios bioquímicos y biofisicos del mismoen su membrananativa.

La funcion del receptor nicotinico es traducir la union

de la acetilcolina en la apertura de un canal por el cual los

iones Na’ y K‘ atraviesan la membrana. Dicha respuesta es

bloqueable por antagonistas y se inactiva por la presencia

prolongada de agonistas. Este último fenomeno se denomina
desensibilizacibn.

El receptor en la fraccion B de membranas, exhibió

influjo de °5Rb* estimulado por Carb. La respuesta fue bloqueada

por d-TC y se desensibilizb por incubación previa de las membranas

con Carb. Esto muestra que el receptor presente en las membranas

del órgano electrico de Q; ¿schudii manifiesta funciones

caracteristicas del receptor nicotinico.
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Conel objeto de su purificación y reconstitucibn en
membranasartificiales, el receptor fue extraido de la membrana

mediante el empleo del detergente ibnico colato de sodio pues

dicho detergente preserva tanto sus propiedades de {ijación de

ligandos como de permeabilidad ibnica (McNameey col., 1986).

El material extraido y puriíicado por cromatografía de

afinidad presentó un aumentode la fijación especifica de

[‘z°I]-a-BuTx de 10 a 20 veces con respecto a las membranas
nativas. lo cual demuestra la eficacia del metodode puri+icacion
utilizado.

Los valores de fijación especifica (eupresada en nmoles

de a-BuTH/ mg proteina) en el material purificado del organo

electrico de Q; tschudii resultaron menores que los informados

para el receptor nicotinico purificado de otras fuentes. los que
oscilan entre 6 y 12 nmoles de sitios/ mgde proteina. Para el

receptor purificado del organo electrico de IL cali+ornica la

fijación de toxina medida por un ensayo de filtración en geles es

de 8 nmoles/mg proteina (McNameey col., 1975), valor coherente

con la existencia de dos sitios por monómerode receptor. Valores

de fijación de a-BuTx comparables a los observados en el presente

trabajo fueron informados en muestras de receptor purificada de IL

californica conteniendo asolectina (Ochoay col., 1983).

Dadoque los lípidos con carga neta negativa se unen al

grupo funcional dietilaminoetil (DEAE)(Lindstrom y col., 1980),

la interacción de los lípidos de la asolectina con los filtros
DEAEpuede explicar los menores valores de fijación de a-BuTx

obtenidos. Las preparaciones de[‘=°l]-a-BuTx pueden diferir en
cuanto a los procedimientos de obtención, purificación y marcación

radiactiva de la toxina, lo cual puede resultar en diferentes
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propiedades de fijación de la mismaal receptor y en consecuencia

en una variación de la fijación especifica del receptor purificado
informada por los distintos laboratorios. La utilización de un

ensayo de filtración a traves de filtros de papel para separar el
complejo toxina-receptor de la toxina libre puede también

contribuir a la baja actividad especi+ica. En tal sentido, Karlin
(1980) señalo que al utilizar filtros se supone que toda la

proteina queda retenida en los mismos lo que en realidad no ocurre

v conduce a subestimar los valores de fijación especifica. Los

ensayos en los cuales la separacion se hace por centrifugacibn o a

traves de columnas permiten medir la cantidad de proteina en cada

muestra lograndose asi una valoración directa de la actividad
especifica.

La presencia de proteinas contaminantes en el material
eluido de la columna de afinidad como causante de la menor

actividad especl+ica resulta poco probable debido a que el

analisis por electroforesis en geles de poliacrilamida de dicho
material solo reveló la presencia de las cuatro bandas

caracteristicas del receptor nicotinico. En tal sentido, Lindstrom
y col. (1980) consideran que el analisis en geles de

poliacrilamida es un indice de pureza del receptor mas confiable

que la fijación de toxina. La presencia de cuatro bandas de 41,2,

49,5, 60.0 y 66,3 Kdaltons en el material purificado del órgano

electrico de QLggggugii revela una gran similitud con el receptor

de IL g¿_ifornica el cual esta compuesto por cuatro tipos de

subunidades de 39, 48, 58 y 64 kdaltons (Weill y col.. 1974).

Otras especies pertenecientes a los generos Torpedo y Narcine
F)presentan un patron similar de subunidades (ver Tabla g en Karlin,

1980).



Los experimentos de purificación mostraron. además, que

se puede extraer, en promedio, 3,5 mgde receptor puro a partir de

100 g de tejido de órgano electrico electrico de _IZ¿_Ltschudii. Los

mayores rendimientos (7,4 mgde receptor puro) se obtuvieron con

-columnas de afinidad recientemente preparadas y se asemejan a los

informados (5 a B mg/IOOg de tejido) para el receptor del órgano

electrico de I¿_ga¿¿igggiga (Ochoay col. (1983) .

E1 estudio de la composición de aminoácidos del receptor

nicotinico purificado del órgano eléctrico de QL¿schudii mostro

que las subunidades que lo conforman poseen un contenido

relativamente elevado de aminoácidos hidrofóbicos. Esta

composicion aminoacidica es similar a la informada por Lindstrom y

col. (1979) y Vandlen y col. (1979) para el receptor del órgano

electrico de _‘[_.Lcaliíornica.

El análisis por electroforesis en geles de
poliacrilamida, en presencia de SDS, del material purificado

constituye, además, una prueba de la integridad de la molécula de

receptor luego de su purificación ya que la degradación por

enzimas proteoliticas del receptor tiene minimosefectos sobre las

propiedades de unión de ligandos al receptor y por lo tanto no es

evidenciable por los ensayos de fijación de a-BuTx (McNameey

col., 1986).
Sin embargo los mejores indicadores de la integridad

funcional del receptor purificado son el flujo de iones estimulado

por Carb y de transiciones de afinidad para agonistas en membranas

reconstituidas. Estas propiedades, comose discutirá en la

siguiente seccion, fueron manifestadas por el receptor nicotinico

extraido del órgano electrico de QLtggngqii, purificado y

reconstituido en vesículas lipidicas.
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V.2 EgggmfimÁIUCIDN DEL RECEPTOR NICDTINICD EN LIPOSOMAS

Los estudios de influjo de “¿Rb* estimulado por Carb
demuestran que el receptor incorporado a liposomas conserva su

capacidad de translocar iones en respuesta al agonista, e indican,
además, que una fraccion significativa de las moleculas del

receptor se ubica con los sitios de fijación de agonistas
orientados hacia la superficie externa de las vesículas. Los

experimentos de orientación de sitios realiaados en el presente
trabajo demuestran, que en efecto, un 80 Z de los sitios que {ijan
a-BuTKen las muestras reconstituídas se orientan hacia el

EKtEFÍOFde las vesículas. Estos resultados corroboran los

informados por otros autores para muestras reconstituídas de

receptor nicotínico de IL _ali+ornica (Lindstrom y col., 1980;

Anholt y col., 1981). Anholt y col. (1981) demostraron, además,

que todas las moleculas de receptor se orientan hacia el mismo
lado en una misma vesícula. Las causas del ordenamiento de las

moleculas de receptor en forma preferencial hacia el exterior de

las vesículas y hacia un mismo lado en de una misma vesícula no se

conocen todavía.

Para realizar determinaciones de flujo iónico es

conveniente que el tamaño de las vesículas sea lo mayor posible de

modoque la amplitud de la respuesta se incremente. Las vesículas

conteniendo receptor nicotínico puriíicado del organo electrico de

Q; tschudíi presentaron una respuesta aumentada y un volumen

interno mayor luego de un ciclo de congelación y descongelación,

resultados que concuerdan con observaciones previas de otros

autores. En efecto, Anholt y col. (1982) demostraron, por

filtración en geles y por observaciones al microscopio

electrónico, que el tamaño de las vesículas conteniendo receptor
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nicotínico aumenta luego de ser congeladas y descongeladas. Ochoa

y col. (1983) estudiaron el efecto de la congelación y

descongelación sobre el influjo de iones estimulado por Carb y el
volumeninterno de vesículas reconstituídas de diferente

composición lipídica conteniendo receptor nicotínico y observaron

que ambos aumentan para todas las mezclas de lípidos ensayadas. Ha

sido descripto que la congelación y descongelación produce la

iusión de vesículas compuestas por lípidos puros (Pick, 1981).

Estas evidencias indican que el aumento del volumen interno

observado luego de la congelación y descongelación se debería a la
fusión de las vesículas. El aumento en el volumen interno de las

vesículas puede explicar, al menosen parte, el aumento de la

respuesta luego de la congelación.
Los estudios de velocidad de fijación de a-BuTx han

permitido evaluar los estados de afinidad del receptor de QL
tschudii reconstituído en liposomas.

El receptor presente en el órgano electrico de especies
del genero Torgedo exhibe transiciones entre un estado de baja

a+inidad para agonistas y un estado de alta afinidad en presencia

prolongada de agonistas (Webery col., 1975; Weiland y col.,
1976). Este fenómenose ha correlacionado con la desensibilización

fisiológica descripta por primera vez por Hat: v Thesleff en 1957

(Weber v C01., 1975; Neiland y col., 1976: 1977: Quast y col.,

1978; Weiland y Taylor, 1979).

La mayor capacidad de la Carb para disminuir la

velocidad de {ijación de a-BuTx en condiciones de preincubación

con respecto a las de coincubación indica que el receptor de QL

tschudii incorporado a liposomas manifiesta cambios de afinidad

para agonistas por presencia prolongada de los mismos. Los valores
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de las constantes de baja afinidad (K1) y de alta afinidad (K2)

para agonistas calculados en este trabajo concuerdan con los
informados para el receptor de I¿ galíiggnlga reconstituido en
vesículas de asolectina (Fono y McNamee,1986). El estudio del

curso temporal de los cambios de afinidad mostro que la velocidad

relativa de fijación de a-BuTx depende del tiempo de preincubación

con Carb y que las transiciones de afinidad se completan a los 10

minutos de preincubacibn con Carb.

La desensibilizacion del receptor nicotinico de Torgedo

5p., tanto en membranas nativas (Walker y col., 1981 b) como en

membranasreconstituidas (Walker y col., 1982), ocurre en dos

etapas: una rapida (en el orden de milisegundos) y una lenta (en

el orden de segundos). Es decir, la desensibilizacion rapida no

conduce a una perdida completa de la actividad de flujo ibnico

mientras que la preincubacibn con Carb por tiempos mas largos,

comparados con la etapa rápida, produce una disminución mayor de

la amplitud de la respuesta a Carb (Walker y col., 1982). En el

presente trabajo se midió el proceso de inactivación lenta del

receptor de Q; tschudii reconstituido en liposomas. La velocidad

de dicho proceso dependio de la concentracion de Carb y se

incremento en presencia de Ca2*.

El Caz’ acelera la desensibilizacibn del receptor
nicotinico en el músculo esquelético (Manthey, 1966; Magazanick y

Vyskocil, 1970) y en fragmentos de membranasde órgano electrico

de I¿ marmorata (Sugiyama y col., 1976), dicho catibn aumenta,

ademas, la afinidad del raceptor nicotiníco para los agonistas

(Coheny col., 1974; Miller y col., 1979), lo que es consistente
con su efecto sobre la desensibilizacion.

El mecanismo por el cual el Ca=* acelera la
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desensibilizacibn del receptor nicotinico no se conoce todavia. Se
ha postulado que la acción del Ca=* es promover el estado inactivo

de receptor (Manthey ,1966). Magazanick y Vyskocil (1970)

sugirieron que el incremento en la velocidad de inactivacion del

receptor producido por el Ca" y otros cationes bi y trivalentes,

como Ba2*, Sr=*, A13’ y La’*, se deberia a su acumulación en la

membranay a la union de los mismos a los grupos fosfato de los

fosfolipidos formando complejos que modificarian el funcionamiento
del canal.

El fenómenode desensibilizacion persiste luego de la

purificación y reconstitucion del receptor en vesículas lipidicas
(Walker y col.,l 1982) y por lo tanto constituye una propiedad

intrínseca del receptor. En el presente trabajo se ha demostrado

que el incremento de la velocidad de desensibilizacion inducido
por el Caz‘, observado anteriormente por tecnicas

electrofisiologicas en preparaciones neuromusculares y por

tecnicas bioquímicas en fragmentos de membranasde IL marmorata,
también se manifiesta en muestras reconstituidas conteniendo

receptor purificada.

Los resultados mostrados indican que el receptor del

órgano eléctrico de l_)_¿_tschudii posee varias caracteristicas en
comúncon el receptor del organo electrico de especies del genero

Igggggg, y que aquél puede ser reconstituido en liposomas

conservando sus propiedades de fijación de ligandos, de

translocacion de iones, y de inactivacion en presencia prolongada

de un agonista colinergico.
Mediante experimentos de cinética rapida se podria

llevar a cabo un análisis mas detallado de las propiedades

funcionales del receptor nicotinico del organo electrico de QL



tschudii. Estas tecnicas permiten medir el flujo de iones en el

orden de los milisegundos, rango de tiempo en el cual ocurren los

fenómenosde activación y desensibilizacion rapida del receptor.
De esta forma se podrian calcular parametros de la cinética de

activacion y de inactivacion y compararlos con los obtenidos en el
receptor del órgano eléctrico del genero Torgedo mediante dichas

tecnicas y los obtenidos en el receptor del musculo esquelético

mediante determinaciones electrofisiologicas.

V.3 EFECTO DE LA AHQNTAQINA SOBRE EE RECEPTOR NICOTINICO

RECONSTITUIDD EN LIPDSDMAS.

La respuesta de la membranapostsinaptica a la

acetilcolina en la union neuromuscular y en las sinapsis del

órgano electrico es bloqueada por una serie de compuestos

denominados bloqueantes no competitivos, que ejercen su accion
uniéndose a sitios distintos del sitio de union de dicho
neurotransmisor.

La amantadina es una droga que inhibe las infecciones de

varios tipos del virus de la influenza (Davies y col., 1964),

impide la entrada del virus de 1a estomatitis vesicular a células
de ratón en cultivo (Schlegel y col., 1982) y es utilizada en el

tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Grelak y col., 1970).

La amantadina tiene efecto, ademas, sobre la union

neuromuscular reduciendo la respuesta de 1a membranamuscular a la

acetilcolina (Nastuk y col., 1976). Esta droga bloquea la

transmision neuromuscular en 1a rata y en 1a rana, inhibe la

fijación de[3H]—perhidrohistrionicotoxina a membranasdel organo
eléctrico del genero Torgedo, y sin embargo no modifica 1a

fijación de [3H]-aceti1colina a dichas membranas(Albuquerque y
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col., 1978; Tsai y col., 1978; Warnick y col., 1982). Estos
resultados sugieren que la amantadina interactúa con un componente

de la membranapostsinaptica diferente del sitio de union de la
acetilcolina.

El receptor purificado y reconstituido en liposomas
constituye un sistema en el cual las funciones de fijación de

ligandos y de translocacibn de iones pueden ser medidas en la

mismapreparacion la cual esta constituida por una única proteina

incorporada a una matriz lipidica de composicion definida (McNamee

y Ochoa, 1982; McNameey col., 1986). Este sistema resulta

adecuado. entonces, para el estudio del efecto sobre el receptor

nicotlnico de drogas tales comolos bloqueantes no competitivos.

Mediante el empleo de receptor nicotinico purificado y

reconstituido en liposomas, Ochoa (1983) demostro que la

amantadina reduce el inilujo iónico estimulado por Carb pero no

afecta la fijación de a-BuTxen equilibrio, sugiriendo la

naturaleza no competitiva de la acción de esta droga. Estos
resultados fueron confirmados en el presente trabajo.

Si bien es claro, por los resultados de los experimentos

de fijación de[‘=°í]-a-BuTx y de influjo de "¿Rb* estimulado por
Carb mostrados en el presente trabajo y por evidencias presentadas

por otros autores (Albuquerque y col., 1978; Tsai y col., 1978;

Ochoa, 1983), que la amantadina es un bloqueante no competitivo

del receptor nicotinico, el sitio de union de esta droga no se

conocetodavia. En tal sentido, resultaría interesante realizar
estudios de fijación en equilibrio de amantadina marcada

isotópicamente, de forma tal de conocer el numero y ubicacion de

los sitios, y la afinidad con la cual esta droga se une a dichos

sitios. Tambiense podria estudiar la cinética de asociacion y de
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disociación, y en el caso de que la droga en cuestion se una al

receptor se podria conocer a cual de las subunidades se fija
mediante experimentos de marcado covalente con amantadina
radiactiva.

Heidmanny col. (1983 b) estudiaron 1a fijación de

varios bloqueantes no competitivos marcados con isotopos

radiactivos a membranasricas en receptor de Igggggg sp. y

postularon la existencia de un sitio de alta afinidad, presente en
una ünica copia por monómerode receptor y de sitios de baja

a+inidad presentes en número de 10 a 30 por monomero. Earnest y

col. (1984) demostraron por espectroscopla de resonancia de espin

electronico utilizando un marcador de espln análogo de un

anestésico local, que existen al menosdos clases de sitios de

distinta afinidad por dicho compuestoen membranasreconstituidas

conteniendo receptor purificado.

Suponiendo que la amantadina se une a alguno de los

sitios mencionados, el efecto inhibitorio producido por esta droga

sobre el influjo de "Rb* podria deberse a uno o mas de los

siguientes mecanismos:

1) Un bloqueo directo del canal, similar a1 propuesto para los

anestésicos locales cuando se unen al conformero del receptor en

el cual el canal esta abierto (Katz y Miledi, 1975; Adams, 1977,

Neher y Steinbach, 1978).

2) Un cambio conformacional inducido por la union de la amantadina

a un sitio distinto del sitio de union de la acetilcolina y que

lleve al receptor a un estado en el cual el canal se encuentre

cerrado. Este mecanismoalosterico podria involucrar un cambio en

el equilibrio entre conformacionespreexistentes del receptor en
ausencia de acetilcolina hacia la forma desensibilizada o un
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aumentode la velocidad de desensibilizacibn inducida por el
agonista.
3) Una interacción indirecta a traves de los lípidos que rodean al

receptor, dado que se ha demostrado que el colesterol y los

fosfolipidos con carga negativa son indispensables para el
funcionamiento normal del receptor (Ochoa y col., 1983; Criado y

col.,l 1984; Fong y McNamee, 1986).

Los resultados seran discutidos en base a los mecanismos

1) y 2) ya que no se ha estudiado la interacción de 1a amantadina

con los lípidos de la membrana.

Los resultados de los experimentos de fijación de a-BuTx

en presencia de amantadina muestran que esta ultima no modifica la

velocidad de fijación de la toxina al receptor, lo que indica que
la amantadina aún a concentraciones de 10 "SMno interactua con el

sitio de fijación de la acetilcolina. corroborando lo observado en

los experimentos de fijación de a-BuTxen equilibrio. Por el

contrario la GMy la procaina inhiben la fijación en equilibrio y

la velocidad de fijación de la a-BuTxrespectivamente indicando

que ambas drogas interactuan en cierta medida con el sitio de
acetilcolina.

El receptor reconstituido exhibe transiciones de

afinidad luego de la exposicion del mismoa la amantadina, siendo

las diferencias entre las curvas de preincubacion y coincubación
menosevidentes que en ausencia de esta droga. Estas observaciones

sugieren que la amantadina no ejerce un efecto alosterico tal que

lleve al receptor a un estado desensibilizado. Sin embargo, no se

puede descartar que la amantadina altere el equilibrio entre los

estados de baja y de alta afinidad para agonistas, favoreciendo el

establecimiento de este ultimo estado. Heidmanny col. (1983 b)
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han demostrado, mediante estudios de fijación rapida del agonista

nicotlnico fluorescente Dns-Ce-Choa fragmentos de membranasde

órgano electrico de T. marmorata, que los bloqueantes no

competitivos fenciclidina, meproadifen, trimetisoquina,
clorpromazina y Tritón X-100 aumentan la fraccion de sitios de

alta afinidad que existen en la membranapreviamente al agregado

del agonista. Experimentos de este tipo aplicados al estudio del

efecto de la amantadinasobre el receptor nicotlnico resultarian

interesantes para dilucidar si esta droga produce un cambio

similar en el equilibrio entre los estados de afinidad del
receptor.

El curso temporal de las transiciones de afinidad

inducidas por Carb que se correlacionan con el fenómeno

fisiológico de desensibilizacion (Webery col., 1975; Weiland y

col., 1976; 1977; Guast y col., 1978; Neiland y Taylor, ¡979)

puede ser medido mediante el ensayo de fijación de a-BuTx. El

fenómenode desensibilizacion del receptor puede ser evaluado en

forma directa mediante el ensayo de influjo de °°Rb* (Walker y

col., 1982). Si bien no se obServaron diferencias en el curso

temporal de las transiciones de afinidad inducidas por Carb en
presencia de amantadina, los experimentos de influjo de °°Rb*

muestran que la droga produce un incremento en la velocidad de

desensibilización. Es decir el ensayo de influjo de °°Rb* se

reveló comoun procedimiento mas sensible para la detección de los

efectos de la amantadina sobre el receptor. Dadoque las

transiciones de afinidad y la inactivacion del receptor están
correlacionados. es muyprobable que la amantadina produzca

cambios en el desarrollo de la transiciones de afinidad que no han

sido evidenciados con la técnica empledada.
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Los resultados de los experimentos en los cuales se

midio la velocidad de inactivación de la respuesta del receptor en

presenc1a de amantadina indican que esta droga aumenta la

velocidad del proceso de desensibilizacion inducido por Carb y

sugieren que la amantadina se fija a la forma abierta del canal.
Es decir, cuando el canal se abre comoconsecuencia de la fijación

del agonista al receptor, la amantadina se uniria a un sitio
ubicado dentro del canal que podria ser el sitio de "alta

afinidad" para bloqueantes no competitivos descripto por Heidmann

y col. (1983 b), promoviendo un cambio conformacional hacia el

estado desensibilizado en el cual el canal se encuentra cerrado.

La observacion de que la amantadina acelera la velocidad

de desensibilizacion del receptor nicotinico esta apoyadapor los

hallazgos de otros autores utilizando distintos bloqueantes no
competitivos del receptor. En efecto, el anestésico local SKF-S25A

acelera la velocidad de desensibilizacion medidapor el eílujo de

22Na‘ de vesículas de membranas de IL magmggatg (Sugiyama y col.,

1976). Unefecto similar fue observado para la histrionicotoxina

sobre el receptor de celulas musculares de pollo en cultivo
(Burgermeister y col. 1977), y para la histrionicotoxina y los

anestésicos locales 0X314y dibucaina en clones de celulas

musculares BC3H-1 (Sine y Taylor, 1982). Karpen y col. (1982)

demostraron mediante tecnicas de cinética rapida que 1a cocaina,

la procaina y la fenciclidina disminuyen la velocidad inicial de

flujo de iones inducido por el agonista en membranasnativas de EL

electricus, y que la fenciclidina, que se une al sitio de alta
afinidad para bloqueantes no competitivos (Heidmanny col., 1983

b; Oswald y col., 1983), aumenta, ademas, la velocidad de

desensibilizacibn del receptor.
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Resultaria interesante conocer si la amantadina produce

un bloqueo directo del canal y en tal caso cuanto contribuye dicho

bloqueo a la inhibición total inducida por esta droga. Un

experimento que puede evidenciar si existe un bloqueo estérico es

medir la velocidad de la etapa rapida de desensibilización en
presencia de amantadina mediante ensayos de cinética rapida y

compararla con la velocidad de cierre del canal en ausencia de

esta droga. Es interesante conocer también si el cambio

conformacional inducido por la amantadina y por otros bloqueantes

no competitivos es similar al producido por el agonista cuando se

une a su sitio ubicado en la subunidad a. En tal sentido, se

puedenrealizar estudios tendientes a calcular parametros
característicos del estado desensibilizado del receptor, tales
comola constante de afinidad para agonistas. velocidad de

recuperación del estado inactivo al eliminar el agonista. en

presencia y en ausencia de amantadina.
El conocimiento detallado de los mecanismos de acción de

los bloqueantes no competitivos del receptor nicotinico puede
brindar in{ormación sobre la relación entre la fijación de

ligandos y los {enómenosde apertura del canal, permeación iónica

e inactivación de la respuesta, lo cual, al presente, queda por
dilucidar.

IV.4 ¿HQDRPDRACIDN DEL RECEPTOR NICDTINICD EN LIPOSOMAS POR EL

METODO DE PRECIPITACIÜN CON PEG

La reconstitución del receptor nicotinico en liposomas

comprende la extracción de esta proteina de la membranacon el

detergente colato de sodio y su inserción en vesículas lipidicas

promovida por la eliminacion del detergente. Los metodos mas
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comúnmenteutilizados para eliminar el colato de sodio son:

diálisis (Epstein y Hacker, 1978), dilución (Huganir y col., 1979)

y filtración en geles (Huganir y Racker, 1982).

La precipitación con PEGpermite la separación de la

proteina y de los lípidos del detergente. Este metodoha sido
utilizado en la reconstitución de otros sistemas receptores: el

receptor adrenergico de tipo a: del cerebro de la rata y del

ternero (Kremenetzky y Atlas, 1984) y el receptor muscarinico de

la zona atrial del corazón bovino (Aguilar y Ochoa, 1986).

En el presente estudio se aplicó el metodo de

precipitación con PEGcon el objeto de incorporar el receptor

nicotlnico del órgano electrico de D. tschudii a liposomas de

asolectina, a los efectos de estudiar si nuevas técnicas de

reconstitución son aplicables al receptor nicotlnico y de obtener
un mayor conocimiento del funcionamiento de dicho receptor en

vesículas preparadas en distintas condiciones experimentales.
Los resultados obtenidos indican que el receptor se

incorporó a los liposomas y que se orientó correctamente, es decir

con los sitios de fijación de agonistas hacia el exterior de las
vesículas. El receptor incorporado conservó la propiedad de

fijación de [‘ZEÜ-a-BuTx, siendo la constante de velocidad de
segundo orden (kr) y la constante de baja afinidad para Carb (K1)

comparables con las calculadas para el receptor nicotlnico

reconstituldo por el metodode dialisis de colato. Sin embargo, el

receptor reconstituldo con PESno exhibió transiciones de afinidad

ni influjo de °°Rb* estimulado por Carb.

El PEGes un polímero sintetico soluble en agua que ha

sido utilizado para la purificación de proteinas por precipitación

fraccionada. La acción precipitante del PESse debe primariamente
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a un mecanismo de volumen excluido (Atha e Ingham, 1981). Esto es,

las proteínas son excluidas en forma esterica de regiones del

solvente que son ocupadas gradualmente por el polímero. Así las

proteínas son concentradas hasta que se excede su solubilidad y

precipitan. Noexisten interacciones directas que involucren

fuerzas de atraccion y repulsion entre las proteínas y el polímero

(Atha e Ingham, 1981). El PEGforma uniones de hidrógeno con las

moleculas de agua, reduciendo la concentración de agua libre,

eíecto que también contribuye a la concentracion de las proteínas

(Blow y col., 1978).

Se han descripto varios e4ectos del PEGsobre los

lípidos. Este polímero produce la agregación de lípidos

dispersados por sonicacion debido probablemente también a un

mecanismode exclusión esterica y promueve el intercambio de
lípidos entre vesículas lipídicas (Tilcock y Fisher. 1982):

produce deshidratación de bicapas de fosfatidilcolina y disminuye
el potencial de membranaen fantasmas de eritrocitos (Arnold y

col., 1983); promueve la {usion de membranasde fibroblastos (Blow

y col., i978) y de liposomas unilamelares de fosfatidilcolina y

fosfatidilserina (Boni y col., 1981) y tiene, ademas, una acción
similar a la de algunos detergentes produciendo lisis de vesículas
lipídicas y ensamblaje de las mismasen estructuras de mayor

tamano (Sáez y col., 1982).

Varias observaciones sugieren la integridad de la

molécula de receptor nicotínico luego del tratamiento con PEG: l)

El PES a una concentracion de 25 Z no interactúa con proteínas

tales como la albumina de suero bovino y la ribonucleasa (Atha e

Ingham, 1981). 2) Se ha observado en el presente trabajo que las

propiedades de fijación de a-BuTxdel receptor nicotínico en
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vesiculas preparadas por el metodo de precipitación con PEGson
comparables con las descriptas tanto en membranasnativas como en

membranasreconstituidas por el metodo de dialisis (Walker y col.,

1981 a; Fong y McNamee, 1986; y el presente trabajo). 3) En el

presente trabajo se mostraron evidencias de que el PESno modifica

la fijación de[‘3’fl -a-BuTxal receptor ni la actividad de la
enzima ACE.

La {alta de respuesta (influjo de iones estimulado por
Carb y transiciones de afinidad) que se observó en el receptor

incorporado a liposomas por precipitación con PEGse puede

explicar por: l) Un volumen muypequeño de las vesículas. Esto

provoca un equilibrio rapido de los iones entre el exterior y el
interior de las mismasy por lo tanto la imposibilidad de detectar

una respuesta inducida por Carb. 2) Una perdida excesiva de sitios

durante el procedimiento de reconstitución. 3) La expresión de un

estado desensibilizado del receptor inducido por el PEGy/o por el

procedimiento de reconstitución. 4) Una alteración de las
moleculas de los lípidos que rodean al receptor. que se sabe son

importantes para la función del receptor.

En cuanto a la primera posibilidad, los resultados
mostrados en el presente trabajo indican que mediante el metodo de

precipitación con PEGse obtienen vesículas cuyo volumen interno

es mayor que el de las vesículas preparadas por el metodo de

diálisis. La observación al microscopio electrónico de vesículas
de asolectina conteniendo receptor muscarlnico preparadas por el

metodo de precipitación con PEGrevela que las mismas son

unilamelares y poseen un diametro comprendido entre B3 y 500 nm

(Pellegrino de Iraldi y col., 1986). Estas observaciones y las

determinaciones del volumende equilibrio realizadas en el
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presente trabajo, sugieren que la falta de respuesta observada no

se debe a la formación de vesículas de pequeño tamaño.

Las determinaciones de fijación de a-BuTKindican que

durante el procedimiento de reconstitución por precipitación con

PEGse produce una perdida de aproximadamente 50 Z de los sitios

que fijan esta toxina. Sin embargo, a pesar de dicha perdida, las

muestras de proteoliposomas preparados por el método de

precipitación con PEScontenían 2 a 2,5 veces mas sitios

receptores que las preparadas por el métodode diálisis. Esto

demuestra que la perdida de sitios receptores observada durante la

reconstitución por precipitación con PEGno es la causa de la
falta de respuesta.

El valor de la constante de baja afinidad para Carb (K1)

del receptor reconstituído por precipitación con PESes similar al
determinado para el receptor en su membrananativa y para el

receptor reconstituído por otros metodos (Walker y col., 1981 a;

Fong y HcNamee, 1986). Esto indica que el PEGo el procedimiento

de reconstitución no promuevenen el receptor el establecimiento

del estado desensibilizado que se caracteriza por su alta afinidad

para Carb.

La posibilidad de que el PES y/o alguna de las impurezas

presentes en las preparaciones comerciales de PEGalteren las
moleculas de los lípidos que rodean al receptor debe ser tenida en

cuenta. La presencia de ciertos lípidos, tales comoel colesterol

y lípidos con carga negativa,l es necesaria para el correcto

funcionamiento del receptor (Ochoay col., 1983; Criado y col.,

1984; Fong y McNamee , 1986).

Las preparaciones comerciales de PEScontienen impurezas

(Hamburger y col., 1975; Honda y col., 1981), tales como las
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sustancias utilizadas para iniciar y terminar la polimerización
del óxido de etileno, productos oligomericos del PEG, productos de

la descomposición oxidativa del PEGcomo aldehidos y acidos, y

antioxidantes agregados para prevenir la oxidación del PES. Honda

y col. (1981) observaron que el PEGpierde su propiedad fusógena
cuando sus impurezas son extraídas con éter etílico. Estos autores

encontraron que cuando un acido graso tal comoel acido oleico

reacciona con el PEGoligomerico a traves de los grupos oxhidrilo

terminales para formar polioxietilenoleato, se restaura la
capacidad fusógena. El mismoresultado se obtiene al agregar

ciertos antioxidantes a las muestras de PEGpurificada.
Los resultados de los experimentos donde se midió la

velocidad de fijación de a-BuTx y el influjo de ’5Rb* en muestras

reconstituldas utilizando PESpurificado indican que son las
impurezas y no el PEGlas responsables de los efectos observados

sobre las propiedades funcionales del receptor.

El analisis por cromatografia en placa delgada y por

-densitometrla cuantitativa de los lípidos presentes en las
muestras reconstituidas reveló que se produce una hidrólisis de

los lípidos en los proteoliposomas preparados por precipitación
con PEGque conduce a un aumento de la concentración de acidos

grasos libres. Aunqueel origen de tal hidrólisis no se conoce,

podria ser debida a las impurezas del PES.

Los acidos grasos libres bloquean la respuesta del

receptor nicotlnico en preparaciones de membranasde órgano

electrico de IL californica, mientras que las transiciones de
afinidad del receptor no se ven alteradas (Andreasen y McNamee,

1980). Los acidos grasos de menos de ocho átomos de carbono

suprimen la corriente de Na‘ en el axón gigante del calamar
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(Takenaka y col. 1987). Estos autores postularon que los acidos

grasos se incorporan a la capa de llpidos de la membranalo que
resulta en una inhibición la corriente de Na‘.

Dado que en el presente trabajo se observó que el

receptor incorporado a vesículas lipidicas por el metodode

precipitación con FEBno exhibe transiciones de afinidad, es

posible que otros factores ademásde la presencia de de acidos

grasos libres sean los responsables de los efectos observados.

Probablemente, la imposibilidad del receptor de manifestar los

cambios conformacionales que conducen a la apertura del canal y a
la desensibilización se deba a un efecto combinadode las

impurezas del PEGy de los acidos grasos libres.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran

que el metodode incorporacion por precipitación utilizando

preparaciones de PEGcomerciales no resulta adecuado para la

reconstitucion de la funcion del receptor nicotinico en vesículas

lipldicas. Cuandolas preparaciones de PEGson purificadas, se

recupera la capacidad del receptor reconstituido de manifestar los

cambios conformacionales que conducen a la apertura del canal y a

la desensibilización. Sin embargoel métodode diálisis del

colato, aunque más prolongado, resulta mas conveniente para la

reconstitucion del receptor nicotinico, ya que el mismono

involucra el agregado a la mezcla de receptor y llpidos de

sustancias que puedan alterar el normal funcionamiento del

receptor.

V.5 EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOBRE LA FUNCION DEL RECEPTOR

NICOTINICO RECONSTITUIDO EN LIPOSOMAS.

La Tpo es un polipeptido que se puede aislar del timo
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bovino (Goldstein, 1974). Ademasde sus efectos sobre el sistema

inmune, esta hormona produce un bloqueo de 1a transmision

neuromuscular (Goldstein, 1974). Unpentapeptido sintetico,

denominadotimopentina, cuya estructura primaria es idéntica a la

secuencia correspondiente a los aminoácidos 32 a 36 de la TPo,

reproduce los efectos de la hormona (Goldstein y col., 1979)

incluyendo el bloqueo neuromuscular (Audhya y col., 1984).

Mediante el empleo de vesículas conteniendo receptor

purificado comoúnica proteina incorporada a las mismas y un

ensayo manual de influjo de °°Rb* que permite medir la respuesta
del receptor a agonistas, se observo en el presente trabajo que la
TpSacelera la velocidad a la cual el receptor se inactiva en

presencia de Carb, siendo dicho efecto mas evidente en presencia
de Ca”.

Los experimentos de fijación de a-BuTx demuestran que el

bloqueo del influjo de "Rb* observado en presencia de Tp5 no se

debe a la fijación del pentapeptido al sitio de union de la

acetilcolina. A este respecto, los resultados difieren con lo
observado por Venkatasubramanian y col. (1986) para la hormona

entera. Estos autores informaron que la Tpo se fija con alta
afinidad al sitio de la acetilcolina. Sin embargo,posteriormente

el mismogrupo demostro que la Tpo interactúa con el sitio de la

acetilcolina solo a altas concentraciones (Revahy col., 1987).
Mediante tecnicas de "patch clamp" en la linea celular

C: del ratt’bn,IRevah y col. (1987) observaron la aparicion, en

presencia de TPo, de largos periodos en los cuales el canal

permanece cerrado entre grupos de aperturas siendo dicho efecto

dependiente de la presencia de Ca2*, el que actuarla sobre la

superficie intracelular de 1a membrana.Mediante estudios
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bioquímicos, los mismosautores demostraron que la Tpo ejerce

efectos alostericos positivos dependientes de Ca2+sobre la

fijación de [3H]-acetilcolina y[3 ]-fenciclidina a sus respectivos
sitios. Utilizando técnicas de cinética rapida y un agonista
fluorescente, estos autores demostraron que la Tpo, en presencia

de Ca2*, acelera la transición al estado desensibilizado de alta
afinidad para los agonistas y bloqueantes no competitivos, y

modifica el equilibrio entre los estados de baja y de alta
afinidad favoreciendo el establecimiento de este último.

La naturaleza del sitio o los sitios a los cuales la Tpo

y la Tp5 se fijan para promover la desensibilizacibn del receptor
todavia no se conoce. En tal sentido, Revah y col. (1987)

consideran que la Tpo no se une al sitio de los bloqueantes no

competitivos ya que esta hormonano compite con la {enciclidina

por su sitio de union. Los estudios de fijación de [3H]—

-acetilcolina (Revah y col., 1987) y de[*251]-a—BuTx(en el
presente trabajo) indican que el sitio de fijación de Tpo y TpS
respectivamentees distinto del sitio de fijación de acetilcolina.

Los resultados aqui presentados sugieren que el sitio

activo de la Tpo modifica la función del receptor induciendo el
estado desensibilizado en el cual el receptor no responde al

agonista. Esto podria explicar los efectos inhibitorios de la
hormona y del TPS sobre la transmision neuromuscular (Goldstein,

1974; Audhya y col.,I 1984).

Se han descripto varios posibles efectores fisiológicos
de la desensibilización del receptor nicotinico (Changeuxy Revah,

1987). Ellos son el Ca2* (Manthey, 1966; Magazanick y Vyskocil,

1970; Sugiyamay col., 1976), la fosforilacion del receptor

(Huganir y col., 1986) y la timopoyetina (Revah y col., 1987).



Estos acelerarian el proceso de desensibilizacion y/o
estabilizarlan el estado desensibilizado del receptor, de alta
afinidad para los agonistas.

Los efectos observados de la TPo sobre la union

neuromuscular podrian ser mediados por la hormona entera o por un
péptido producido por el clivaje de la mismaposiblemente por una

.peptidasa. En tal sentido, se ha demostrado la presencia en

membranasde órgano electrico del genero Iprgedo de actividad

enzimática semejante a la enzima convertidora de angiotensina I y

la endopeptidasa-24.11 o "encefalinasa" de mamíferos (Altstein y

col., 1984; Turner y Dowdall, 1984). Dicha actividad enzimática

sugiere la presencia de enzimas en el órgano electrico de peces

que podrian estar implicadas en la hidrólisis de un péptido

endógeno.

Es posible, tambien, que uno o mas péptidos relacionados

estructuralmente al TPSsean liberados por los terminales

nerviosos, y actúen sobre el receptor nicotinico acelerando su
desensibilización. Michaelson y col. (1984) observaron

inmunoreactividad para compuestos semejantes a encefalinas, en el

órgano electrico de peces del genero Torgedo, los que se

encuentran, al igual que la acetilcolina, en altas concentraciones
en los terminales sinapticos. Estas sustancias, de naturaleza
aparentemente peptidica, no parecen ser idénticas a las

encefalinas de los mamíferos (Michaelson y col., 1984). De este

modoes posible que los terminales sinapticos del organo electrico

del género Igggggg contengan un péptido endógeno que podria

liberarse junto a la acetilcolina, modulandola respuesta de la

membranapostsinaptica al neurotransmisor.
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_VI­

RESUMEN Y CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el

receptor nicotlnico del órgano eléctrico de Discopyqetschudii y
sus propiedades funcionales en membranasreconstituldas.

En tal sentido se comprobó1a existencia de sitios que

fijan a-bungarotoxina y de influjo de °°Rb* estimulado por
carbamilcolina en preparaciones de membranasdel órgano eléctrico

de Q; tschudii. La respuesta fue bloqueada por curare y se

inactivó por incubación previa de las membranascon el agonista
(desensibilización).

El material fue extraido con colato de sodio y se

purificó por cromatografía de afinidad utilizando
bromoacetilcolina comoligando. La actividad especifica del

material purificado fue, en promedio, de 4,7 nmoles de

a-bungarotoxina/mg proteina. El analisis de dicho material por

electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDSde
dicho material reveló la presencia de cuatro bandas de PM41.200,

49.500, 60.000 y 66.300.

El receptor purificado fue incorporado a liposomas de
lecitina de soja (asolectina). Las propiedades funcionales del

receptor se preservaron en las muestras reconstituldas. Esto es:

capacidad de fijación de ligandos, influjo de cationes estimulado

por carbamilcolina, 1a desensibilizacion de 1a respuesta y las

transiciones de afinidad para agonistas que se correlacionan con
este último fenómeno.



Se demostro ademas, como habia sido observado por

metodos electrofisiologicos en preparaciones neuromusculares y por
metodos bioquímicos en fragmentos de membranas de órgano

electrico, que el Caz’ acelera la velocidad de inactivacibn
(desensibilizacibn) del receptor reconstituido en liposomas.

Estas observaciones sugieren 1a presencia de un receptor

colinergico de tipo nicotinico en el órgano electrico de Q¿
tschudii, con caracteristicas bioquímicas y funcionales similares
a1 receptor de las especies del genero Igrgedo. Esto permite

considerar al órgano electrico de Q; tschudii comouna fuente para

el estudio de este receptor.
El receptor nicotinico purificado y reconstituido en

líposomas fue el sistema elegido para estudiar el mecanismode

acción de la droga amantadina. Esta droga, utilizada para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson y para prevenir ciertas

infecciones virales, produce, ademas, un bloqueo de la transmision

neuromuscular uniendose al receptor nicotinico en un sitio
distinto del sitio de unión de la acetilcolina. En el presente

trabajo se confirmó que 1a amantadina es un bloqueante no

competitivo del receptor nicotinico ya que no afecto la fijación

de a-bungarotoxina en equilibrio pero si produjo un bloqueo del

influjo de cationes estimulado por carbamilcolina. A traves de 1a

determinación del influjo de °°Rb’ a membranasexpuestas a

carbamilcolina por distintos tiempos se observo que la amantadina

aceleró la velocidad de inactivacion de la respuesta

(desensibilizacion) inducida por el agonista. La amantadina no

indujo dicho fenómeno por si misma. La aceleración de la velocidad

del proceso de desensibilizacion seria entonces uno de los

mecanismos por los cuales la amantadina ejerce el bloqueo de 1a



transmisión colinergica.
Otro de los objetivos del presente trabajo iue estudiar

la aplicación de una nueva tecnica para la reconstitución del

receptor nicotinico y comparar el funcionamiento del receptor en

liposomas preparados bajo distintas condiciones experimentales. La

tecnica empleadafue la de precipitación con polietilenglicol, que
ha sido utilizada en la reconstitución del receptor muscarinico

del corazón y el receptor az-adrenergico del cerebro de mamíferos.

Se observó que el receptor nicotinico se incorporó a los liposomas

y que un 80 Z de las moleculas se orientaron correctamente en la

membrana.La fijación en equilibrio de a-bungarotoxina reveló que

se produjo una perdida de 50-55%de los sitios durante el

procedimiento de reconstitución. Los valores de la constante de

velocidad de {ijación de a-bungarotoxina de segundo orden (kr) y

de la constante de baja afinidad para carbamilcolina (K1) fueron

comparables a los observados para el receptor reconstituido por el

metodode diálisis. Sin embargo, el receptor reconstituldo por el
metodo de precipitación con PEGexhibió un minimo inílujo de '“Rb‘

estimulado por carbamilcolina y no manifestó transiciones de

afinidad. Cuando la preparación de PEGse purificó, mediante el
empleode eter etílico, para eliminar las impurezas presentes en
las muestras comerciales de PEG,el receptor reconstituido exhibió
transiciones de afinidad e influjo de cationes estimulado por

carbamilcolina. El analisis de los lípidos presentes en las

muestras reconstituldas reveló que los proteoliposomas preparados

por precipitación con PEGpresentaron un contenido mayor de acidos

grasos libres que los preparados por el metodode diálisis. Los

resultados sugieren que los efectos observados pueden deberse a

alguna de las impurezas presentes en las preparaciones de PESy/o
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a la presencia de acidos grasos libres provenientes,

probablemente, de la'hidrOIisis de 1a asolectina.
Con el objeto de profundizar en el estudio del fenómeno

de la desensibilizacibn del receptor nicotinico, se estudió el
e+ecto de un pentapeptido, denominadotimopentina, sobre las

propiedades funcionales del receptor nicotinico reconstituido en

liposomas. Se piensa que dicho pentapEptido corresponde al sitio

activo de la hormona timica timopoyetina. La timopoyetina y la

tímopentinas ademas de sus efectos inmunolbgicos, producen un
bloqueo de la transmision neuromuscular. En el presente trabajo se

muestra que 1a timopentina no modifico 1a fijación en equilibrio

de a-bungarotoxina pero produjo un bloqueo de 1a respuesta del

receptor en un rango de 10"°M a 10"“. Has aún se observo que la

timopentina aumentola velocidad de desensibilizacion del receptor
y que dicho fenómeno se incremento en presencia de Ca2*. Estas

observaciones corroboran el efecto que sobre 1a transmisión

neuromuscular tiene la timopoyetina y sugieren que la timopentina

o péptidos relacionados podrian modular dicha transmision.Sáïam‘/
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