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INTRODUCCION
I.1.INTRODUCCION GENERAL
I.1.a transmisidn sindptica

La comunicacidn entre dos células nerviosas o neuronas o
entre una neurona y una célula efectora se realiza a través de
zonas especializadas de contacto denominadas sinapsis (del griego:
union), término introducido por Sherrington en el afo 1897.

A comienzos del siglo XX se crefa que la transmisidn
nerviosa operaba por un mecanismo @nico. Los fisidlogos pensaban
gue la transmisi®dn sindptica era eléctrica, o sea a través del
pasaje directo del flujo de corriente de una céilula a otra. Los
farmacodlogos, por otro lado, pensaban que la transmisidn sinaptica
se realizaba a través de un mediador quimico liberado por las
terminaciones nerviosas. Posteriormente se comprobéd la existencia
de ambos mecanismos.

Las primeras evidencias que apoyaron la hipbtesis
quimica fueron aportadas por Elliot en el affo 1904 (referencia en
Klein y col., 1982), quien observd un estrecho paralelismo entre
la accidbn de la adrenalina y la estimulacidn de los nervios
simplticos. Mas tarde se comprob®d que el mediador quimico a ese
nivel es la noradrenalina (von Euler, 1946).

Otto Loewi en 1921 (ref. en Kuffler y Nicholls, 1982 a)
demostrd que si estimulaba el nervio vago de la rana se producia
la disminucidn de la frecuencia cardlaca y que si se transferia el

liquido de perfusidn de dicho &rgano a un segundo corazén, la
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frecuencia cardlaca de este dltimo también disminula. Loewi

sugiri® que la estimulacidn del nervio vago producla la liberacidn
de una sustancia inhibidora a la que denoming "Yagusstoff".
Fosteriormente, Dale y col. (1936) demostraron que la
estimulacidn del mlsculo esquelético de mamiferos provocaba la
liberacion de acetilcolina, quedando demostrada en farma
definitiva la existencia de sinapsis qufmicas en el sistema

nervioso.

I.1.b Desarrollo histérico de la teoria de los receptores

El desarrollo del concepto de receptores especfficos
estd ligado a los primeros estudios sobre el receptor a la
acetilcolina.

El fisidlogo Claude Eernard en 18%7 (ref. en Changeux,
1981) demostrd la accibn periférica del curare en el misculo
esquelético de la rana.

Emil Fisher en 1894 y 1898 (ref. en Changeux, 1981), en
sus estudios sobre la transformacidn de azdicares por las
levaduras, propuso la existencia de "agentes qufmicos actives" en
las células y postuld que para que los mismos pudieran actuar
sobre las azdcares era necesario gque tuvieran una construcciodn
gJeométrica andloga que les permitiera adaptarse el uno al otro
como "upa llave en una cerradura'.

El concepto de receptor fue introducido por John N.
Langley. En sus estudios sobre la accibdn antagdnica de la atropina
sobre la pilocarpina en la 3landula submaxilar del gato, Langley
en 1878 (ref. en Farascandola, 1981), postuléd que en las
terminaciones nerviosas o en las células glandulares, existia una

0 mas sustancias con las cuales las drogas estudiadas deberlan
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formar compuestos para ejercer su accidn.

Fosteriormente, y continuando con los estudios de Bernard
en la unidn mioneural, Langley demostrd la accidn antagbnica del
curare y de la nicotina en el madsculo esquelé&tico del pollo y en
los mlsculos sartorio y gastrocnemio de la rana (Langley 19095,
1906, 1907, ref. en Changeux, 1981 y Farascandola, 1981 ).
Langley observé que la contraccidn muscular producida por la
nicotina se debia a un efecto directo de esta droga sobre la fibra
muscular, ya gue cuando seccionaba el nervio motor del masculo, la
nicotina era capaz de seguir induciendo una contraccidn. Ademas,
observd que el curare, el cual se crela que actuaba sobre las
terminaciones nerviosas, antagonizaba la accidn de la nicotina adn

cuando se quitaba la inervacion del meisculo.

Esto llevd a Langley a pensar gque tanto la nicotina como

el curare actuaban directamente sabre la fibra muscular y postuld

que dicho antagonismo se debla a que ambas drogas se combinaban
con la misma sustancia protoplasmatica. Al observar que el curare
no era capaz de inhibir la contraccitn del mlisculo cuando éste era
estimuladoleléctricamente, concluyd que la sustancia que se
contratla era diferente de la sustancia con la cual la nicotina vy
el curare se combinaban y denomin® a esta ¢&ltima "receptive
substance".

En forma independiente, Ehrlich en 1897 (ref. en

FParascandola, 1981) sugirid tambi®&n que algunas sustancias debilan
unirse a atras para ejercer su accibn, y postuld la llamada
"teorla de la cadena lateral" para explicar la neutralizacidn de
las toxinas bacterianas por el organismo. Seglin esta teoria, el
protoplasma celular estaba constituldo por una gran molécula

compuesta por un ndcleo que era responsable de las funciones



especlficas de cada tipo celular y varias cadenas laterales
ligadas a procesos vitales comunes a todas las ceélulas.

Sin embargo en ese tiempo Ehrlich se rehusdb a aplicar el
concepto de recaptores para explicar la accidn de las drogas sobre
el organismo. Fosteriormente reconocid que ciertas drogas se
unirtan a las células a través de grupos atdmicos de las mismas a
los que llamd “quimioreceptores" estableciendo las bases de la
quimioterapia.

La idea de la existencia de receptores de Langley vy
Ehrlich fue elaborada en forma cuantitativa por Hill en 1209
tomando como base la ley de accidn de masas y posteriormente Clark
en 1932 reunid todas las evidencias sobre la interaccidn entre

drogas y receptores en la llamada "teorta de los receptores”.

I.1.¢ Receptores colinérqicos

lLos efectos de la acetilcolina en el sistema nervioso
periférico de los vertebrados han sido divididos en nicotlnicos vy
muscarinicos segdn criterios farmacolégicos (Dale, 1914).

El neurotransmisor que se libera en las terminaciones
nerviosas parasimpaticas postganglionares que inervan las
9landulas exdcrinas, el mdsculo liso y el cardiaco es la
acetilcolina. La accitn de la acetilcolina en estos tejidos es
imitada por un alcaloide vegetal extraldo del hongo Amanita
muscaria, la muscarina, y bloqueada por la atropina, denominandose
por lo tanto accidbn muscarinica (Litter, 1975 a).

En las terminaciones nerviosas preganglionares
simpaticas y parasimpaticas, y en la unidn neuromuscular se libera
tambié&n acetilcolina, pero en este caso su accidn es imitada por

otro alcaloide vegetal, la nicotina, extraldo 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 unidn neuromuscular
respectivamente (Litter, 1975 a). Esta accidn de la acetilcolina
se denomina nicotlnica.

Por extensibn, a los receptores involucrados en una y
otra respuesta se los denomina receptores muscarlnicos vy
receptores nicotinicos.

Las diferentes acciones de la acetilcolina se deben
probablemente a distintas caracteristicas estructurales de los
receptores involucrados y no del neurotransmisor. Se ha demostrado
que la conformacidn de la molécula de acetilcolina es similar en
cada caso. La comparacidn de la estructura de la molécula de
acetilcolina con la estructura de ajonistas nicotinicos vy
muscarlinicos de alta potencia ha permitido demostrar que distintos
grupos de la molécula de acetilcolina interactdan 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 clasificar, entonces,de acuerdo a su localizacidn:

1) Sinapsis colinérgicas periféricas : a) la unidn neuromuscul ar
(nicotinica); b) terminaciones postganglionares parasimpaticas en
mlisculo liso y cardlaco y glandulas exdcrinas (muscarinicas): c)
terminaciones postganglionares especiales (nicotlilnicas).

2) Sinapsis colinérgicas centrales: a) cerebro (muscarlnicas vy
probablemente nicotinicas); b) terminaciones preganglionares
autdnomas (nicotinicas); c) unidn de las células de Renshaw de la
médula espinal con la motoneurona del asta anterior (nicotlnica).

Como se explicara mas adelante, el receptor nicotinico

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



de los milisegundos (mseg) y opera a través de un canal por donde
pasan los iones Na* y K+,

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 denominadas Mi y
M=2. Los receptores Mi y Mz se diferencian en cuanto a sus
respuestas fisioldgicas. La activacidon de los receptores M=
produce la inhibicidn de la enzima adenilato ciclasa a través de
una protelina que fija nucledtidos de guanina. For otro lado los
receptores Mi estadn relacionados con la hidrdélisis de
fosfoinositidos., la liberacién de calcio del reticulo
endoplasmatico y la estimulacidn de proteinaquinasas (Harden vy

col.,1986).

I.1.d La_transmisidn_ peuromuscul ar

La transmisidn de seflales de una neurona motora a una
fibra muscular esquelética constituye un ejemplo tipico de
neurotransmisidn quimica. En la sinapsis neuromuscular de mamifero
la motoneurona ubicada en el asta anterior de la médula espinal,
envia un axédn mielinico que al llegar a las cercanias de una fibra
muscul ar esquelédtica pierde su vaina de mielina y emite una serie
de ramificaciones. La sinapsis entre una motoneurona y una fibra
muscul ar se denomina unidn neuromuscular (rev. en kKuffler vy
Nicholls. 1982 b).

El potencial de accidn es conducido desde el cuerpo de
la neurona a 1o largo del axdn. La despolarizacidn en el terminal
nervioso produce un aumento de la conductancia del Ca=+ 1o que

determina un aumento de 1la concentracibn intracelular de dicho

catidn y la liberacidn del neurotransmisor. El transmisor guimico
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Que se libera en la unidn neuromuscular es la acetilcolina (Dale v
col., 1936). En el terminal nervioso la acetilcolina se encuentra
almacenada en vesliculas de S0 nm de diametro, cada una de las
cuales contiene 109 moléculas del neurotransmisor (Kuffler y
Yoshikami, 1975). La liberacidn de acetilcolina es de naturaleza
cuantica y cada "cuanto" o "paquete" corresponde a la cantidad de
neurotransmisor contenido en una vesicula sinaptica (del Castillo
y Katz, 1954).

La acetilcolina liberada difunde a través de un espacio
de 60 nm v se fija al receptor nicotinico ubicado en la membrana
postsinaptica (Fertuck y Salpeter, 1974). La fijacidn de la
acetilcolina al receptor nicotinico produce la apertura de canales
especlficos por donde los iones Na* y K* atraviesan la membrana a
favor de sus gradientes electroquimicos. Este flujo de iones
produce un cambio local del potencial de membrana, se dispara un
potencial de accidn y se activa el mecanismo de contracciobn
muscular (Gage. 1974).

La transmisidn neuromuscular es terminada por hidrdlisis
de la acetilcolina a acetato y colina por la acetilcolinesterasa
(ACE) ., enzima localfzada en la superficie de la membrana
postsinaptica (para una revisidbn completa sobre la ACE ver

FRosenberry, 19735).

1.2 AISLAMIENTO Y FURIFICACION DEL RECEFTOR NICOTINICO FERIFERICO

I.2.a Toxinas curaremiméticas

Las toxinas presentes en el veneno de ciertas serpientes
constituven herramientas poderosas para el estudio de algunos
mecanismos bioldgicos.

Un grupo muy importante de estos compuestos lo

-7 -



constituyen las toxinas postsinlipticas o curaremiméticas.

Se ha observado que las toxinas curaremiméticas bloquean
en forma casi irreversible la accidn de la acetilcolina sobre la
unidn neuromuscular, uniéndose en forma especlifica al receptor
nicotinico ya que no afectan los potenciales de reposo y de accidn
del nervio. la liberacifn de acetilcolina ni la actividad de la
enzima ACE y su efecto es bloqueado por el curare (ref. en Potter,
1974; Lee. 1979).

Las toxinas curaremiméticas se han encontrado dnicamente
en dos familias: Elapidae e Hydrophiidae (Lee, 1979) y se
clasifican en dos grupos:

a) De cadena corta: contienen 60 a 62 aminodcidos y 4 puentes
disulfuro. Gé&neros Laticauda. Enbhydrina, Felamis, Hydrophis,
Aipysurus, Naja, Dendroaspis.

b) De cadena larga: contienen 71 a 74 aminoicidos y S puentes
disulfuro. Géneros Bungarus, Ophiophagus, Naja, Dendroaspis,
Laticauda.

Chicheportiche y col. (1975) estudiaron las propiedades
de fijacidbn de toxinas curaremiméticas de cadena larga
(neurotoxina III de ﬂgié haje) y de cadena corta (toxina I de N.
haje y toxina I de N. mossambica) marcadas con '“C a membranas de
Organo eléctrico de Torpedo marmaorata. Estos autores demostraron
que ambos tipos de toxinas curaremiméticas tienen constantes de
disociacidn similares (5.7-8.2 x 107*°M, pH 7.4, 20°C) pero
difieren en sus propiedades de asociaci6n y disociacidn al y del
receptor respectivamente. Las toxinas de cadena corta se asocian 6
a 7 veces y se disocian S a 92 veces mas rapidamente que las de
cadena larga. La distinta cineética de disociacidn 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, la
x—bungarotoxina (x-BuTx) es la gue se une en forma menos
reversible y es por 1o tanto la mas utilizada en el estudio del
receptor nicotlinico (Lee, 1979).

La x~=BuTx se obtiene del veneno de Bungarus

multicinctus. Esta serpiente es caracterlistica de Formosa (China),

habita en lugares htmedos y no es agresiva para el hombre (Potter,
1974).

Mediante técnicas de cromatografia de exclusidn
molecular y de intercambio catifnico se han obtenido doce
protelnas puras del veneno de B. multicinctus (Miledi y col.,
1971). Cuatro de dichas protelnas bloquean la accidn de la
acetilcolina en el mlisculo sartorio de la rana, seis bloquean la
liberacidn de acetilcolina de los nervios motores, una corresponde
a la ACE v la dltima no tiene accidn sobre la unidn neuromuscular,.
Entre las primeras, la mas abundante es la x—-BuTx, la cual
representa el 25% de la protelna total del veneno.

El andlisis de aminodcidos de la «x-BuTx purificada
reveld que la molécula estd compuesta por 74 aminoacidos y posee
un peso molecular de 7.983 (Lee y col., 1972).

Se ha demostrado que la x-BuTx y demads toxinas

curaremimeticas blogquean l1a funcidn del receptor nicotinico en

varios otros tejidos, entre ellos el &rgano eléctrico de Torpedo

sp. (Miledi y col., 1971) y de Electrophorus sp. (Changeux y col.,

1970) .
Las toxinas curaremiméticas han sido marcadas con

isdtopos radiactivos, siendo el *29] el mas utilizado.

Se ha demostrado que la marcacidn con *2%I1 produce
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derivados monoiodados y diiodados (Vogel y col.,1972). El derivado

monoiodado posee propiedades cinéticas idénticas que la toxina

nativa en su interaccidbn con el receptor de T. californica

(Rlanchard y col., 1979).

Los estudios de difraccidn de rayos X han permitido
establecer la estructura terciaria de estas protetnas. Low. 1979
(ref. en Changeux, 1981) ha sugerido que el grupo guanidinio del
residuo de arginina 37 seria andlogo al amonio cuaternario de la
acetilcolina y el responsable de la union especifica de estos

compuestos al receptor nicottnico.

I.2.b El1 _&rqgano eléctrico de peces

Los peces eléctricos eran conocidos vya por los antiguos
Egipcios, Griegos y Romanos por su capacldad de producir descargas
eleéctricas.

En el afio 1877, Du Bois—Rey%ond sefald la importancia de
estos animales en cuanto a que su estudio contribuirta a
solucionar los grandes problemas de la fisiologta del nervio y del
mascul o.

Los peces eléctricos pertenecen a grupos muy alejados
filogenéticamente. Comprenden peces cartilaginosos tales como la
rayas eléctricas (géneros JTorpedo. Narcine, Dyscopyge) y peces
Oseos como la anguila eleéctrica (Electrophorus electricus) y los

pertenecientes a los géneros Malapterurus, Astroscopus,

Gymnarchus, Mormyrus y Gymnotus (Grundfest, 1960).

La forma, ndmero y disposicién de los drganos eléctricos

vartla en los distintos grupos (Grundfest, 19260).
En las especies que producen grandes descargas, los

6rganos eléctricos sirven para defenderse de sus depredadores y



paralizar a sus presas, mientras que en las especies que producen
descargas mas débiles sirven para guiarse en la navegacidn y para
la deteccidn de depredadores y presas (Grundfest, 1960).

El &rgano eléctrico estd formado por columnas de células
aplanadas, multinucleadas, denominadas electroplacas o
electrocitos. Estas células derivan embrioldgicamente de
electroblastos, células semejantes a los mioblastos precursores de
las c@élulas musculares (Bishop y col., 1950).

Las rayas eleéctricas poseen dos organos eléctricos
ubicados a ambos lados del cuerpo. Cada organo posee
aproximadamente 2.000 columnas dispuestas en sentido dorsoventral
y compuestas por unas 1.000 células. En 1la anguila eléctrica cada
organo eléctrico posee aproximadamente 70 columnas de 6.000 a
10.000 electraoplacas ubicadas en sentido longitudinal (Grundfest,
1960).

Sblo una superficie de la electroplaca estd inervada (la
caudal en E. electricus y la ventral en las especies de Torpedo)
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, 1981). En
la anguila, el gran ntimero de 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 (20-460 voltios) debido a la menor
resistencia del agua de mar, pero debido al gran ndmero de
columnas en paralelo las descargas eléctricas son muy altas (S0

amperios).

Cada &rgano eléctrico estad bajo control nervioso. Las



fibras nerviosas que lo inervan provienen de un ntcleo par (los
ldbulos eléctricos) ubicado en el tronco encefalico (Rennet,
1970).

Las sinapsis del organo eléctrico son quimicamente
similares a las establecidas entre el nervio y el médsculo
esquelético. Feldberg y Fessard en 1942 (ref. en Bishop y col.,
1950), demastraron que la acetilcolina es el neurotransmisor que
se libera en las sinapsis del d&rgano eléctrico.

El organo eléectrico es el tejide mads rico en
acetilcolina y contiene 40-100 pg/g tejido fresco (Rishop v col.,
1990) v contiene aproximadamente 250 veces mas ACE que el mlsculo
esquelético (Nachmansohn., 1959).

El &rgano eléctrico de Torpedo sp. contiene
aproximadamente 1 nmol receptor nicotinico/ gramo de tejido,
mientras que en el mésculo hay 1 pmol receptor nicotinico/ gramo
de tejido (ref. en Lindstrom, 1979). Las caracteristicas
bioquimicas, farmacoldgicas y funcionales del receptor nicotinico
del &rgano eléctrico son similares a las del receptor del mlsculo
(Karlin, 19803 Conti-Tronconi y Raftery, 1982; BRarrantes, 1983).

LLos miembros del orden Torpediniformes se caracterizan
por poseer cuerpo de forma circular, piel lisa, cola corta y bien
desarrollada y un par de organos eléctricos ubicados entre las
aletas pectorales y el cuerpo. El g®nero Discopyge. perteneciente
a la familia Narcinidae, se caracteriza por presentar boca angosta
y protractil y poseer dientes pequeflos y curvados ubicados en
bandas sujetas débilmente al cartilago de las quijadas. Los
margenes posteriores de las aletas ventrales estan unidos a traveés
de la base de la cola por una conexibn membranosa (Menni y col.,

1984).



La especie Discopyqe tschudii fue descripta por primera

vez por Heckel en el ahto 1846 (Norman, 1937). Se distribuye a lo
largo de las costas de la Replblica Argentina, Chile y Ferd. En
la Reptblica Argentina se han encontrado especimenes entre 34°316°
y 46°18° de latitud sur y a una profundidad maxima de 107 metros
(Norman 1937).

A nivel ultraestructural existe una gran similitud en 1la
morfologla del érgano eléctrico de D. tschudii y el de las
especies de la familia Torpedinidae (Iraldi y col. 1984; Mendez y
col. 1984) .

El &rgano eléctrico de D. tschudii se ha utilizado para
estudios de la reconstitucibn de 1a enzima ACE en liposomas
(Ochoa, 1978; 1980 a) y para el analisis de sus formas molecul ares

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

1.2.c Aislamiento y purificacidn del receptor

El receptor nicotinico del &rgano eléctrico de E.

electricus, Torpedo 8p., Narcine sp. y del mlsculo esquelético de
la rata y el gato ha sido extraldo de preparaciones crudas de
membranas mediante detergentes no ibnicos o sales biliares. El
receptor extraldo fue purificado por cromatografia de afinidad
usando toxinas curaremimtticas., agonistas o antagonistas
nicotinicos unidos covalentemente a agarosa (ver Tabla 2 en Karlin
1980).

La maxima actividad especifica, determinada por la
fijacibn de toxinas curaremiméticas marcadas, del material
purificado oscila entre 6 y 12 pmoles de toxina/g de proteipa. Las
diferencias entre los distintos laboratorios se deben al

procedimiento de purificacidon y al tipo de toxina y ensayo de



fijacidn utilizados (Karlin, 1980).

1.3 CARACTERIZACION MOLECULAKR DEL RECEFTOR AISLADO DEL ORGANO

ELECTRICO DE TORPEDO

I.3.a Dimensiones y forma

El receptor de Torpedo sp., presenta propiedades
hidrodinamicas heterogéneas.

Reynolds y Karlin (1978), demostraron mediante técnicas
de equilibrio y de velocidad de sedimentacion que el receptor
nicotinico purificado del &rgano eléctrico de T. californica
eniste en dos formas moleculares cuyos coeficientes de
sedimentacidn son 8.6 S y 12.8 S y sus radios de Stokes de 7.3 nm
y 2.9 nm respectivamente. El peso molecular de estas formas es
250,000 y 500,000, Ambas especies poseen una actividad especifica
de 8 nmoles de toxina/m3y de protefna y su composicidn en
aminoldcidos es similar (McNamee y col. 1975) por lo qQue se las
considera monbmero y dimero respectivamente (Reynolds y kKarlin,
1978).

Hamilton y col. (1977) han demostrado que el tratamiento
con agentes reductores de puentes disulfuro convierte 1a forma
pesada en una forma que sedimenta junto a la forma liviana en
gradientes de sacarosa. Los autores concluyeron que el df{mero esta

formado por la unién de dos mondmeros a través de dichos enlaces.

1.2.b Compaosicidn en subunidades

Se ha demostrado por electroforesis en geles de

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

el receptor purificado de T. californica estaA formado por 4 tipos

de subunidades de peso molecular 39.000, 48.000, S$8.000 y 64.000
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(Weill y col., 1974). Estos resultados fueron confirmados por
otros autores para diferentes especies de los géneros Jorpedo y
Narcine (ver Tabla 2 en Karlin, 1980) y se denominaron x, 3, * vy &
en orden creciente de peso molecular.

La estequiometria de las subunidades es Paxzfird, y fue

deducida teniendo en cuenta un peso molecul ar del mondmero de
250.000, una fijacidbn especifica de toxina de 8 nmoles/mg proteina
para el receptor purificado y los peso molecular de cada una de
las subunidades (Reynolds y Karlin, 1978).

La organizacidp pentamérica heterdbloga de la molécula
del receptor fue confirmada por determinaciones cuantitativas de

geles (Lindstrom y col., 1979) y por secuenciacidn parcial de las

subunidades (Raftery y col., 1980).

El analisis de la composicidn de aminoacidos de las
subunidades de T. californica aisladas por electroforesis en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS reveld que existen grandes
similitudes entre las mismas y que todas poseen un alto contenido
de aminoacidos hidrofdbicos (Vandlen y col.. 1979: Lindstrom vy
col., 1979).

Los estudios de secuenciacibdn parcial de las subunidades
aisladas permitieron abservar que existen secuencias hom6logas
entre las mismas (Raftery y col., 1980).

La homologia entre la subunidades ha sido confirmada por

Tzartos y Lindstrom (1980) mediante el empleo de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra el receptor nicotinico purificado de
T. californica y contra cada subunidad aislada.

Las técnicas de genética molecular permitieron conocer
la secuencia completa de las 4 subunidades. A partir de RNAm

aislado del organo eléctrico se obtuvo el DNA complementario que
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codifica para cada subunidad y a partir de la secuencia
nucleotidica de este dltimo se ha podido deducir la secuencia
aminoacidica completa de los precursores de cada subunidad del
receptor del género Torpedo. En el caso de la subunidad x (Noda vy
col., 1982) el precursor posee 441 aminoacidos incluyendo un
prepéptido altamente hidrofdtbico de 24 residuos que corresponderia
al péeptido sefial. Los precursores de las suvbunidades # vy & (Noda vy

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

{

22 y 506 aminoacidos y comprenden una secuencia sefal

4

poseen 493,

.-f

de 24, 21 v 17 residuos respectivamente.

El peso molecular de la subunidades calculado a partir
de la secuencia primaria de las mismas es S50.116 (x), 353.681 (),
56.272 (rv) y 57.865 (§).

La comparacidn de la estructura primaria completa de las
4 subunidades confirmd la existencia de una marcada homologia
entre ellas (Noda y col., 1983 b).

La alta homologla existente entre las subunidades
sugiere que las mismas habrian surgido a partir de un gen
ancestral com&in (Raftery y col.. 1980). La mayor homologlia entre
las subunidades x y 2 por un lado y entre las subunidades v y §
por el otro sugiere que durante la evolucidn se produjo
probablemente la duplicacidn de un gen que dio origen a dos
protogenes, cada uno de los cuales se duplicd y did origen a los
linajes <« — 2, vy * — § (Noda y col.. 1983 b).

En la actualidad se conocen las secuencias completas de
las cadenas del receptor nicotinico del miisculo de varias especies
de mamiferos incluyendo el hombre (ref. en Stroud y Finer—-Moore,
1985).

La estructura molecular del receptor nicotinico se ha



conservado a través del Fhylum Vertebrata, ya que el 55-81%4 de los
residuos en las secuencias conocidas son idénticos a los residuos
de las cadenas carrespondientes en las especies de Tarpedo (Stroud

y Finer—Moore, 198%5).

I1.3.c Fropiedades quimicas

Se ha demostrado la presencia de hidratos de carbono en
las 4 subunidades del receptor por tincidn con acido
periddico-base de Schiff de geles de acrilamida (Vandlen y col.,
1979 .

Mediante técnicas cuantitativas se ha determinado que
los hidratos de carbono que componen el receptor nicotinico son
manosa, 3Jalactosa, glucosa, glucosamina y Acido sialico vy
representan el 4-77% del peso total del receptor (Lindstrom y col.,
1979).

El receptor purificado de T. californica contiene 10
atomos de fosforo por monbmero incluyendo fosfoserina (Reynolds y

{arlin, 1978).

I.4 ESTRUCTURA DEL RECEFTOR DE TORFEDO EN LA MEMBRANA

I.4.a Membranas ricas en receptor nicotinico

Fara poder comprender el mecanismo por el cual el
receptor nicotinico regula el transporte de iones a través de 1la
membrana, es necesario comprender cbmo la molécula se encuentra
integrada en la misma.

Sobel y col. (1977) han desarrollado un método de
purificacidn de membranas de b&rgano eléctrico de T. marmorata en

las cuales se ha logrado una concentracidn de receptor nicotinico



de 4 nmoles toxina/ m3y protelna. En las preparaciones mas
purificadas de membranas el receptor representa 40-50 7% de la masa
de proteina total.

Reed y col. (1975) observaron gque los fragmentos de
membranas ricos en receptor nicottnico de T. californica
analizados por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS
poseen los mismos componentes polipeptidicos que el receptor
purificado.

En preparaciones de membranas purificadas de T.

marmorata analizadas por la misma técnica se observéd una banda

predominante entre las subunidades x y . Un componente de dicha
banda se denomina "proteina de 47.000" (Sobel y col., 1978) o
"protelna Q " (Hamilton y col., 1979).

La protetna de 43 kdaltons puede ser extralda en forma
selectiva de las preparaciones de membranas ricas en receptor
nicotinico de JTorpedo sp. cuando las mismas son tratadas con una
solucidn 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., 1279).

Se ha obsefvado Que la protelna de 47 kKdaltons se ubica
en el lado citoplasmatico de la membrana y su funcidn esta
relacionada con el anclaje del receptor a la misma (para una

revisidn sobre el tema ver Karlin, 1980).

1.4.b Disposicidn del receptor en la membrana

En esta seccidbn y la siguiente se mencionaran los
aspectos mas importantes sobre la disposicidn del receptor en la

membrana y los modelos postulados. Excelentes revisiones sobre el

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



(1985) . y Karlin ((1983).

Las membranas ricas en receptor nicotinico del género
Torpedo presentan por tincién negativa y congelacién-grabado al
microscopio electrédnico particulas de 8-2 nm de di&ametro con una
regidn central oscura de 2 nm. La densidad de dichas partfculas es
de 10.000/pm=, Mediante el empleo de anticuerpos contra receptor
purificado de JT. californica acoplados a oro coloidal o a
ferritina. se ha demostrado gue tales particulas corresponden al
receptor. Cada partlicula es la imagen de un mondmero de receptor vy
el dimero aparece como dos particulas contiguas. For analisis de
imagenes computarizado se ha demostrado gue existen cinco picos de
distinta densidad electrénica distribuidos alrededor del poro
central y que corresponderfian a las cinco subunidades que componen
el receptor nicotinico.

En el plano perpendicular a la membrana el receptor de
T. californica se extiende S5 nm hacia el espacio eixtracelular y
1,9 - 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
ferritina, por ditraccidon de rayos X de vesiculas vy por tincidn
negativa de membranas tratadas con anticuerpos acoplados con oro
coloidal o ferritina.

Cada subunidad es accesible al ataque proteolitico por
tripsina, a la fijacidn de anticuerpos y a la iodinacidén

radioisotdpica a ambos lados de la membrana, lo que sugiere que

las cinco subunidades atraviesan la misma.

Se ha observado por tincidn negativa de membranas que un
canal atraviesa las mismas y que tiene un dif&metro de 0.7 nm.

Las subunidades x no se disponen en forma contigua
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alrededor del canal, y no se conoce con certeza si es la subunidad

f ola v la que se ubica entre ambas subunidades «.

1.4.c Modelos de la organizacidn del receptor en la membrana

A partir de las secuencias completas de las subunidades
que componen el receptor (Noda y col., 1982:; 1982 a; b; Claudio y
col., 1983; Devillers-Thiéry y col., 1983) se pueden reconocer en
cada subunidad las siguientes regiones:

a) Una secuencia seffal altamente hidrofdbica formada por 17-24
aminodcidos y que esta ausente en la proteina madura.

b) Un dominio hidrofilico de 210-224 aminoacidos.

c) Una regidn hidrofébica de 68 aminodcidos, que se puede dividir
en tres regiones Mi, M2 y Ms de 19-27 residuos no cargados
delimitadas por residuos polares y que podrian formar oc—hélices.
d) Un dominio hidrofilico de 109-1446 aminoacidos.

e) Una cuarta regidbn hidrofdbica (Ma) de 29-46 residuos, de
estructura x-helice.

Los autores coinciden en que el extremo amino terminal
de las subunidades se dispone hacia el lado extracelular de la
membrana. Esto fue osservado por Wennogle y Changeux ((1980)
quienes demostraron que el extremo amino terminal y los residuos
de hidratos de carbono se preservan luego del tratamiento
proteolitico selectivo de las subunidades desde el 1ado
citoplasmatico de la membrana.

Lo que adin queda por establecer es el ndmero y
orientacidn de los segmentos que atraviesan la membrana. En dos
trabajos de revisidn (Changeux y col., 1984; Guy y Hucho, 1987) se
discuten los modelos propuestos hasta el momento sobre la

disposicidn del receptor en la membrana.



Un primer modelo propone que la molécula atraviesa la
bicapa lipidica 4 veces a nivel de las 4 regiones hidrofdbicas de
la molécula de receptor nicotinico. Como consecuencia de esta
disposicidn el extremo carboxilo terminal se orienta hacia el 1lado
extracelular de la membrana. Numa y colaboradores, proponen que
serlan los segmentos M1 y Mz los que forman el canal por ser los
mas conservados en las 4 subunidades. Mas recientemente, Changeux
y colaboradores, han propuesto que es el segmento Mz el que forma
el canal. Esto se debe a la observacidn que los blogueantes no
competitivos, que se piensa se fijan al canal del receptor
nicotinico , marcan aminodcidos especificos dentro de dicho
segmento y a experimentos de mutagénesis dirigida que revelan la
importancia de la regidm M= en las propiedades de conductancia de
la membrana de Xenopus sp.

El segundo modelo propuesto por Finer—-Moore y Stroud y
por Guy, postula la existencia de una quinta x—hélice anfipatica
(Ma) formada a expensas del dominio citoplasmatico. Esta heélice
anfipatica, con una faz hidrofdbica continua hacia un lado y una
hidrofllica hacia el otro constituirla una interfase entre el
canal y los dominios hidrofbbicos de la membrana. Este canal
cargado, con 21 cargas (-) y 192 cargas (+), serla entdnces
selectivo para los cationes. Con la incorporacion de un quinto
segmento que atraviesa la membrana, el extremo carboxilo terminal
queda expuesto hacia el lado citoplasmatico de la membrana.

L.indstrom y colaboradores han propuesto un tercer madelo
a partir de sus estudios utilizando anticuerpos monoclonales.
Segdin este modelo, la x-heélice anfipatica y el segmento Ma

estarlan ubicados fuera de la membrana en el dominio

citoplasmAtico de la molécula; se postula, ademas, la existencia
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de dos segmentos adicionales denominados Me, de estructura de hoja

plegada, y M>», de naturaleza anfipitica y de estructura x-hélice,

que formaria el canal.

I.5 ACTIVACION E INACTIVACION DEL RECEFTOR NICOTINICO

I.5.a El _concepto de desensibilizacidn

La desensibilizacidn es un término gue describe la
pérdida de la sensibilidad celular como consecuencia de la
presencia prolongada de un activador. E1 fendmeno de
desensibilizacidn se ha observado en una amplia variedad de
sistemas celulares, desde las bacterias hasta los mamiferos, 1o
gue suglere que constituye un componente regulatorio importante de
la capacidad homeostatica de los procesos de reconocimiento
celular (Triggle, 1981).

Se puede distinguir una desensibilizacidn_aguda. que se
desarrolla en forma rapida, es generalment=2 reversible y resulta

en la pérdida de la funcidn del receptor (1nactivacidn funcional)

v una desensibilizacibn crdnica que es lenta v esta acompafiada de

una reduccidn en el ndmero de receptores (regulacidn en menos o
"down regulation").

El fendmeno de desensibilizacidn ha sido observado en
varios sistemas: los receptores adrenérgicos de tipo x y 3, los
receptores a opiaceos., el receptor a la IgE en los mastocitos,., el
receptor a la insulina y el receptor al factar de crecimiento
epidérmico. En todos estos casos la sefial para la
desensibilizacidn es la fosforilacidn de la molécula del receptor.

Otros dos sistemas estdn relacionados con la regulacion
y adaptacidn de los receptores (Levitzki, 1986). Ambos involucran

modi ficaciones covalentes de los receptores implicados. Uno de
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ellos lo constituyen las bacterias que tienen la capacidad de
adaptarse a los cambios en la composicidn quimica del medio. El
mecanismo de adaptacidn involucra la metilacidn del receptor, v el
mayor o menor grado de metilaci®n estd dado por un balance en las
actividades de metilasas y esterasas. El segundo es el sistema
visual de los mamiferos en el cual la luz activa la rodopsina Y
por lo tanto es andlogo a un sistema ligando-receptor. La
rodopsina activada a su vez activa la transducina. La
desensibilizacidn de la seffal visual, gue permite la adaptacidn a
distintas intensidades de luz, se deberla a la fosforilacidn de la
rodopsina que ya no serlta capa:z de interactuar con la transducina.
La desensibilizacidbn de la respuesta del receptor
nicotinico fue descripta por Katz y Thesleff (19257) e involucra un
cambio cconformacional de la molécula y no una modificacidn
covalente de la misma. Sin embarga, recientemente se ha demostrado
que la fosforilacidn del receptor nicotinico acelera la velocidad

de desensibilizacidn (Huganir y col., 1986).

I.S.b Activacidn e inactivacidn (desensibilizacidn) del receptor

nicottinico

Durante la transmisidn nerviosa a nivel de la unidn
neuromuscular y en la electroplaca se produce una rapida
liberacidn de acetilcolina, su concentracidn local se eleva a
10"*M-10-"°M por sobre el nivel basal de 107®°M (Kuffler vy
Yoshikami, 1975).

Como se menciond anteriormente. el receptor nicotinico
opera a través de un canal que se abre al unirse la acetilcolina,

y por el cual los iones Na* y K* atraviesan la membrana a favor de

sus gradientes electroquimicos.
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La curva de la respuesta del receptor en funcidn de la

concentracidn de acetilcolina es sigmoidea (kKatz y Thesleff, 1957
y referencias en Changeux, 1981), siendo el coeficiente de Hill
(nn) de 1,8, lo que sugiere que al menos dos moléculas del
agonista contribuyen a la apertura del canal. No esta establecido
ain si la forma de la curva dosis-respuesta se debe a fendmenos
cooperativos en la fijacidn de acetilcolina. Se ha observado
cooperatividad positiva en la fijacion de acetilcolina al receptor
nicotinico en ciertas condiciones experimentales (Weber y
Changeux, 1974 b; Cohen y col., 1974; Covarrubias y col., 1986).
Katz y Thesleff (1957) observaron que cuando la
acetilcolina era aplicada durante varios minutos sobre las placas
terminales del médsculo sartorio de la rana se produclia una
disminucidn de la amplitud de la respuesta de la fibra muscular a
la acetilcolina. Los autores postularon que durante la exposiciéﬁ
prolongada del méisculo a la acetilcolina, la membrana
postsinaptica se convertia en una forma no reactiva hacia el
agonista es decir se "desensibilizaba" y sugirieron un modelo

ciclico para explicar este fendmeno.

a
—_—
S + A . SA
(rapido)
(lento) k= ~a k= i1 (lento)

Ss+B ™ sm
b
(rapido)

De acuerdo a esta hipdtesis el receptor puede existir en
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dos estados: uno active (A) y uno inactivo (B),y solo A es capaz
de producir la despolarizacidn de la membrana muscular 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 transicion de SA a SE
(k1) debe ser > que la constante del proceso opuesto (ks) y
c) a’b » kai/k=

Este modelo explica la relacidn entre la velocidad de
desensibilizacién y de reactivacidn, y la dependencia de la
velocidad de desensibilizacibn con la concentracién de
acetilcolina aplicada observadas experimentalmente.

El fendmeno de la desensibilizacidn se ha observado
luego del tratamiento prolongado a agonistas del receptor

. '
nicotinjco del brgano eléctrico en membranas nativas (Sugiyama vy

col., 1976; Walker y col., 1981 b; Neubigy y col., 1982) y en

membr anas reconstituldas (Walker y col.. 1982). Esto dltimo

sugiere que se trata de una propiedad intrinseca del receptor.
En las especies del gé&nero Torpedo la desensibilizacién
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).

1.95.c Cambios conformacionales _inducidos por la unidn de ligandos

al receptor

Cuando se intentd estudiar la correlacidn entre la
fijacidn de agonistas con la apertura del canal idnico se observd
que la constante de disociacidn en equilibrio de la acetilcolina
era 4 a S ordenes de magnitud inferior que la constante de
disociacidn aparente para la respuesta (Weber y Changeux, 1274 b).

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



las propiedades de fijacidn de ligandos al receptor nicotinico en
funcidn del tiempo de exposicidn a los agonistas.

La exposicion de fragmentos de membranas de T. marmorata
& agonistas pero no a antagonistas praoduce una disminucién de la
velocidad inicial de fijacion de EH]—a—toxina y 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 disminucidn de la amplitud de la respuesta
luego de la preincubacibn con el agonista. Se propuso, entonces,
que el receptor nicotfnico se encuentra en la membrana en reposo
en un estado de baja afinidad por los agonistas, y que la
estabilizacibn del estado de alta afinidad se correlaciona con la
desensibilizacibn farmacolédgica (Weber y col., 1975).

El incremento en la afinidad del receptor nicotfnico
para agonistas luego de una exposici®n prolongada & los mismos fue
comprobado directamente mediante la utilizacién de un marcador de
espin (Weiland y col., 197&6). La correlacidn entre el cambio de
afinidad en presencia de agonistas y la desensibilizacién
fisioldbgica fue corroborada ampliamente (Weiland y col., 1977;
Quast y col., 1978; Weiland y Tavlor, 1979).

Mediante el empleo de un agonista nicotinico
fluorescente: el A-(metabromuro) etil éster del &cido 6-
S-(dimetilamino)—-1-naftalen sulfonamido hexanocico (Dns-Cs-Cho) vy
técnicas de cinética r3pida para medir su fijacidn a fragmentos de
membranas ricos en receptor nicotinico de T. marmorata. Heidmann vy
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

correlaciond con la unidn del agonista a una poblacidn de sitios



de alta afinidad (Kp= 3nM), que existen previamente en la membrana

y que representan el 20 % de las moléculas de receptor; un proceso
intermedio (en el rango de mse3 a seg) corresponde a la unién del
ajgonista a sitios de baja afinidad y un proceso lento (seqg)
corresponde a la transicidn de un estado de baja afinidad a uno de
alta afinidad. Paosteriormente, Heidmann y col. (1983 a) mediante
estudios de fijacidn de Dns—-Ce-Cho y de cambios en la
permeabilidad ibnica producidos por el mismo agonista pudieron
correlacionar los tres estados conformacionales del receptor por
ellos detectados: el estado de baja afinidad (SO M), el estado

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

afinidad (3 nM), con un incremento de la permeabilidad

(activacidn) y con las etapas r&pida y lenta del proceso de

desensibilizacidn respectivamente.

1.5.d Modelos funcionales del receptor nicotinico

El modelo mas aceptado y que es compatible con los
estudios electraofisiolbgicos y bioquimicos realizados hasta el
momento, es el modelo alostérico. Este modelo es una adaptacidn
del modelo concertado para las transiciones alostéricas de las
enzimas propuesto por Monod y col. (1965) y el modelo de katz vy
Thesleff (1957) para la desensibilizacidn del receptor nicotinico
del madsculo esquelético. Segdin el modelo alostérico (Neubig v
Cohen, 1°980; Heidmann y Changeux, 1989) el receptor nicotlnico
puede encontrarse en cuatro estados: estado de reposo (R), estado
activo (A), un estado al cual se llega luego de la etapa rapida de
desensibilizacion (1) y estado desensibilizado (D). Los estados F

y D coe:xxisten en la membrana. El estado F @s favorecido en

ausencia del agonista y el estado D en su presencia. La afinidad



del receptor nicotinico para la acetilcolina aumenta de R a D a
traves de A e I, siendo las constantes de disociacidn S50 a 100 uM
para el estado R, menor que 1 M para el estado I vy T a S nM para
el estado D. Los estados son discretos e interconvertibles.

El modelo se puede esquematizar de la siguiente forma:

7

Se han propuesto otros modelos conformacionales del
receptor nicotinico (referencias en Covarrubias y col.., 1986). Uno
de ellos es el modelo ocupacional (Maelicke y Frinz, 1987%). Segln
este modelo, el cual de basa dnicamente en datos de fijacidn de
agonistas y antagonistas al receptor nicotinico, los distintos
confbrmeros del receptor no preexisten en la membrana. Los mismos
son inducidos por la unidn del ligando al receptor. De esta manera
el modelo ocupacional se refiere a "estados especificos del
receptor ocupado por 1 ligando" en contraposicidbn a "los estados
existentes en ausencia del ligando" propuestos por el modelo

alostérico.

I.S5.e Mecanismos de activacidn e inactivacidn del receptor

nicotlinico deducidos por estudios de cinética rapida

El pasaje de iones a traves de la membrana mediado por

el receptor nicotinico produce una sefial eléctrica cuya amplitud

esta determinada por la velocidad relativa a 1a cual los iones




pasan. Esta velocidad depende del ndmero de canales abiertos y de
la concentracidn del agonista.

Hess y colaboradores han desarrollado un método para
medir la velocidad del flujo idnico en un rango de tiempo
relevante desde el punto de vista fisioldgico. Esta técnica fue
desarrollada en primer té&rmino en veslculas de E. electricus (Hess
v col.. 1?79) y se denomina de flujo interrumpido ("guenched
flow").

Los estudios se basaron en cuatro tipos de
determinaciones: 1) velocidad de fluijo del estado activo del
receptor 2Z) velocidad de flujo correspondiente al equilibrio entre
las formas de reposo y desensibilizada del receptor; Z) velocidad
de inactivacion (desensibilizacidn) de la respuesta:; 4) velocidad
del proceso de recuperacidn del estado inactivo. En base a estas
determinaciones, realizadas sobre un amplio rango de
concentraciones de los agonistas Carb y acetilcolina, se postuld
un mecanismo minimo y una ecuacidn integrada de velocidad de flujo
basada en dicho mecanismo que relaciona la fijacidn de ligandos
con el fendmeno de translocacidn idnica (Cash y Hess, 1980:; Hess vy
col., 1980; Aoshima y col., 1980; 1981).

Los parametros obtenidos a partir de los estudios de
cingdtica rapida, tales como el ndmero de iones que pasan por canal
y por unidad de tiempo (107 iones por molécula de receptor
nicotinico y por segundo) y la constante especifica de velocidad
de flujo idnico (3 x 107 M~ seg~?) son comparables con los
resultados obtenidos por mediciones de conductancia de canales
nicos en células musculares (Hess y col., 1981).

La misma metodologla se aplicd a las vesiculas

preparadas a partir del organo eléctrico de T. californica,
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espacie en la cual la desensibilizacidn ocurre en dos etapas
(Walker y col., 1981 b; Hess y col., 1982). Las mismas propiedades
cinéticas fueron observadas utilizando receptor nicotinico
purificado de T. californica y reconstituldo en liposomas (Walker
y col., 1982).

El modelo minimo propuesto por Hess y colaboradores para
el receptor nicotinico de las especies de JTorpedo. se basa en el
modelo clclico de Katz y Thesleff (1957). En el modelo cinético no
se presupone que R y D existan previamente &n la membrana o que D

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

L. L
+ + <a (I) J*
Rg " RL g ®Rla & ® ge. _— >
% (cerrada) (abierto) flujo idGnico
3
kaiz k=1 k=a kaw= R*L=FE
\

donde Ki>>k=
Kei= k=zi/kiz y Kez=kax/k=a
En este modelo minimo se requieren dos constantes de
disociacidn microscopicas del ligando Ki y Kz, y tres constantes
conformacionales de equilibrio kKei1 y Kez vy & (constante de

equilibrio de cierre del canal).

La ecuacidn integrada de velocidad de flujo idnico (Hess

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

_.30_




1_e_‘-t 1—e—ﬁt
M = Mo l-exp -Jdator|m—uor—- |+ x| —H1
X [

donde M y Mo son las concentraciones del ibn adentro y afuera de
la vesiculas.
x es el coeficiente de velocidad de la inactivacidon rapida.
? es el coeficiente de velocidad de la inactivacidn lenta.
Jmo>=J-[R*Lz] abierto
Jx=J"[F\"‘Lz] PE

De esta forma se han podido estimar los valores de la
constante de velocidad de flujo inicial Ja mex (310 seg —*), los
coeficientes de velocidad de la etapa répida xmax (2 seg™2) y de
la etapa lenta 3 (0,12 seg~?) de la desensibilizacibn y la

constante de velocidad del flujo lento luego de la inactivacidn

rapida Jzman (1,3 seg—?),

Recientemente, Hess y colaboradores (revisidn en
Udgaonkar y Hess, 1987) han demostrado mediante experimentos de
cinética rapida, la existencia de un sitio de unidn de
acetilcolina distinto del sitio que conduce a la apertura del
canal y a la inactivacion (desensibilizacidn) del receptor

nicottnico.

La fijacidbn de la acetilcolina a dicho sitio, denominado
sitio isostérico, depende del potencial de membrana y previene la
formacibn de canales. Mediante la regulacidn isostérica se
disminuye el ndmero de moléculas de receptor nicotinico capaces de
formar canales durante la transmisidn nerviosa a un valor critico,

cercano al valor minimo requerido para producir la respuesta. De



esta forma la respuesta de la célula postsindptica se hace

particularmente dependiente de la concentracidn de acetilcolina
liberada. La regulacion isostérica se produce en una escala de
tiempo comparable con la apertura del canal (1 mseg) vy as{ 1a
desensibilizacién, cuya primera etapa transcurre en un rango de
tiempo de 100 a 300 mseg, cumplirfa una funcién regulatoria
impidiendo la transmisifn de una nueva sefal, cuando el niémero de

receptores activables es el mf{nimo requerido para la respuesta.

I.5.f Factores que modifican_la desensibilizacidp del receptor

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 electrofisioldgicos se ha
demostrado en preparaciones neuromusculares de la rana que el Ca=z+
acelera la velocidad de desensibilizacidn en presencia del
agonista Carb, y se postul8 que el dicho catién actuarf{a
directamente sobre la molécula del receptor nicot{nico promoviendo
el estado inactivo (Manthey, 1966). Se ha sugerido, tambié&n, que
el Ca=+* ge unirfa a los grupos fosfato de los fosfollpidos de la
membranas formando complejos que afectarfan el funcionamiento
normal de los canales (Magazanick y Vyskocil, 19270).

El efecto del CaZ®* sobre la velocidad de
desensibilizacifn fue observado en fragmentos de membranas ricos
en receptor nicotinico de T. marmorata siguiendo la velocidad de
inactivacién del flujo de ®2Na* (Sugiyama y col., 1976).

Otro factor que acelera la desensibilizacion del

receptor nicotinico es la fosforilacidn: y se ha determinado que




los sitios que se fosforilan por una proteinaquinasa dependiente
de AMPc, son la serina 354 de la subunidad v y la serina 361 de la
subunidad §, ambas localizadas en el pequefio dominio hidrofilico
de 1a molécula de receptor nicotinico orientado hacia el
citoplasma (Huganir y col.., 1986).

Mas recientemente se ha observado que una hormona del

timo, la timopoyetina, bloquea la transmisidn neuromuscul ar

aparentemente promoviendo la desensibilizacidn del receptor

nicotinico (Fevah y col.. 1987).

1.5.3 Efecto de las hormonas del timo sobre la transmisién

neuromuscul ar

Las timopoyetinas I y Il (originalmente denominadas
timinas I v II) son dos polipeéptidos estructuralmente relacionados
que pueden ser aislados del timo bovino (Goldstein, 1974). Debido
a que estos polipéptidos fueron aislados a partir de la reunibdn de
timos de diferentes animales y a gque son indistinguibles desde el
punto de vista funcional, se los considera el producto de un dnico
gen polimdrfico (Audhva y col., 1981) y se los denomina
genéricamente timopoyetina (Tpo).

Mediante técnicas inmunohistoquimicas utilizando un
anticuerpo policlonal dirigido contra un p€ptido sintético que
contiene el sitio activo de la Tpo., se demostré que la hormona se
localiza en las c&lulas epitelio reticulares del timo (Viamontes vy

col., 1986).

lLa Tpo tiene varios efectos en el sistema inmunoldgico.
Se demostrd que la hormona induce la diferenciacidn de
protimocitos de la médula &dsea v del bazo del ratédn a cdlulas con

las caracteristicas antigénicas y funcionales de los timocitos




tanto "in vitro" (Basch y Goldstein, 1974: 1975; kFomuro y col.,
1975) como "in vivo"'" (Scheid y col., 19735). Estos cambios
involucran la adquisicidbn de antigenos de diferenciacidn TL vy
Thy=1 (&) y la capacidad de responder al mit6geno concanavalina A
(Basch y Goldstein, 19273). For el contrario la Tpo inhibe la
maduracidn de los linfocitos B, lo que queda evidenciado por la
incapacidad de las c®lulas tratadas "in vitro" con la hormona de
expresar el antfgeno PC, el cual constituye el segundo paso en la
diferenciacifn de las celulas B (Scheid y col., 1978). Ademas la
Tpo madula los linfocitos maduros incrementando los niveles de

GMFe y disminuyendo los de AMFe, Yy aumenta la respuesta

proliferativa de las célylas T periféricas a la estimulacién

alogeneica (Sunshine y col., 1978).

Ademas de las acciones inmunoldgicas, la Tpo tiene
efecto sobre la transmisibén neuromuscular. La idea de la
existencia de una sustancia liberada del timo que bloquea la
transmisidn neuwromuscular surgid del estudio de la enfermedad
neuromuscular conocida como Miastenia Gravis. Esta enfermedad se
caracteriza por la aparicidn de signos de debilidad vy
fatigabilidad muscular causada por un defecto en la transmisién
neuromuscular y est8 asociada generalmente a patologlas en el
timo.

Se postuld que una respuesta autoinmune, supuestamente
originada en el timo, provocarta la secrecidn en exceso de una
sustancia tfmica responsable del defecto en la transmision
neuromuscular (Goldstein y Manganaro, 1971).

Se demostrd que luego de la administracidn prolongada de
un extracto de timo bovino a cobayos se produce un bloqueo de la

transmisidn neuromuscular (Golstein, 1968).



Posteriormente se observd que la Tpo purificada produce
una disminucidn de la amplitud de los potenciales de accidn del
mlsculo de 1 a 5 dtas después de ser administrada a ratones
(Goldstein, 1974).

Se ha estudiado la secuencia de aminoacidos completa de
la Tpo vy se determind que la hormona consiste en una dnica cadena
polipeptidica de 49 aminoacidos y un peso molecular de 5562
(Schlesinger y Goldstein, 1975; Audhya y col., 1981). Las
secuencias aminoacldicas de las timopoyetinas I y Il difieren
dnicamente en tres residuos y debido a la gran similitud de sus
efectos, se piensa que desde el punto de vista funcional se
trataria de un mismo polipéptido (Audhya y col., 1981).

Se ha sintetizado un tridecapéptido correspondiente a la
secuencia 29-41 de la Tpo y se demostrd que al igual que la
hormona entera, el péptido de trece aminoacidos induce la
diferenciacidn de los protimocitos a linfocitos T (Schlesinger y
col., 1975).

Mas adn, los efectos inmunoldgicos, es decir la
induccidn de la diferenciacidn de protimocitos a timocitos y la
inhibicion del e&)ltimo paso de la diferenciacidn de las células B,

son reproducidos por un pentapéptido sintético correspondiente a

las posiciones 3I2-36 de la Tpo y cuya secuencia aminoaclidica es
Arg-Lys—-Asp-Val-Tyr (Goldstein y col., 197?9). Estos hallazgos

sugirieron que el pentapéptido, denominadc timopentina (TpS)
corresponde al sitio activo de la Tpo y es utilizado con fines
terapediticos como sustituto de la Tpo.

Se demostrd, ademas, que la TpS bloquea la transmisidén

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

El mecanismo por el cual la Tpo y la TFS bloquean la



transmisidn a nivel de las sinapsis colinérgicas no se conoce
todavia. Se ha demostrado que la Tpo se fija al receptor
nicotinico de T. californica (Venkatasubramanian y col., 1986) vy

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

I.6 LIGANDOS NICOTINICOS FARMACOLOGICAMENTE ACTIVOS
I1.6.a Agonistas y antagonistas competitivos.

Los estudios de fijacidbn de [SH]—u—isotoxina a
fragmentos de membranas ricos en receptor nicotlinico de T.
marmorata y E. electricus (Weber y Changeux, 1974 a; b)), y de [sHl—
—acetilcolina y[’H]—d—TC (Neubig y Cohen, 1979) permitieron
demostrar que los agonistas y antagonistas nicotlnicos y las
toxinas curaremimbticas se unen a un sitio comdin en 1a molécula
del receptor.

Neubig y Cohen (1979) demostraron, ademas, que la
estequiometrla de la fijacidn de d-Tc, acetilcolina y «—-BuTx es
0.9 + 0.1 ¢ 0,2 £ 0.2 : 1 respectivamente, lo gue sugiere la
existencia del mismo ndmero de sitios para dichos ligandos.

Se ha observado que el receptor nicotinico posee un
puente disulfuro en la vecindad del sitio de fijacidbn de
acetilcolina. En efecto, la respuesta de la electroplaca a la
acetilcolina o a anadlogos es inhibida en presencia de bajas
concentraciones del agente reductor ditiotreitol (DTT) y se
recupera mediante la aplicacidn de un agente oxidante tal como el
ferricianuro de potasio o el 5,5 —-ditiobis—(2-nitrobenzoato). Si
luego de la reduccidn se agrega N-etilmaleimida, la inhibicidn es
irreversible (Karlin y Bartels, 1266).

Weill vy col. (1974) demostraron por electroforesis en

Jeles de poliacrilamida en presencia de SDS del receptor



tratado con el reactivo de afinidad 4—(N-maleimido)benciltri[3H]-
metil amonio ([’H]MBTA) gue dnicamente la subunidad x aparece
marcada en forma especifica. Este resultado sugirid que la
subunidad x contiene la totalidad o parte del sitio de fijacidn de
acetilceolina. 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 unidn de

acetilcolina. Esto fue sugerido por primera vez por Reynolds y
Karlin (1978) considerando que el receptor purificado fija 8
nmoles de toxina/m3 proteina (McNamee y col., 1975) y un peso
molecular del monbmero de 250,000, por ellos determinado. La
existencia de dos sitios de unifn para acetilcolina por molécula
de receptor nicotinico fue confirmada por Neubig y Cohen (1979,
mediante experimentos de fijacidn de[’ﬁ}acetilcolina a fragmentos
de membranas de Torpedo sp.

Ambos sitios no son equivalentes. ya que difieren en sus
parametros cinéticos de disociacidn de x-toxinas (Maelicke y col.,
1977) v sdlo la mitad de los sitios es marcada por reactivos de
afinidad (Weill y col., 1274; Damle vy col., 1978; Delegeane y
McNamee, 1980). Mas alin en preparaciones de vesliculas ricas en
receptor de T. californica tratadas con BAC y MBTA se observd que
ambos sitios pueden ser activados y desensibilizados en forma
independiente (Delegeane y McNamee, 1980).

La subunidad x madura posee 7 residuos de cistetna (Noda
v col.. 1982), vy actualmente se estd estudiando culles de estos
residuos forman el puente disulfuro cercano al sitio de fijacion

de acetilcolina; las evidencias indican que sertan los residuos de



cistelna 1922 y 193 los involucrados en la formacidn de dicho
enlace.

Kao y col. (1984) han demostrado por secuenciacidn de
fragmentos de la subunidad x purificada, que dnicamente 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 cistetna se encuentran sélo en la subunidad
x. Se ha demostrado, adem8s, que los fragmentos proteoliticos que
comprenden los residuos 173 a 204 (Wilson y col., 1983) y los

fragmentos sintéticos que involucran los residuos 183 a 196

(Neumann y col., 1986) fijan x-BuTx y d-Tc.

I.6.b Blogueantes no competitivos

La respuesta de la membrana postsinaptica a la
acetilcolina en la unibn neuromuscular y en las sinapsis del
&drgano eléctrico es bloqueada por una serie de compuestos,
diferentes de los antagonistas nicot{nicos clasicos, denominados
bloqueantes no competitivos. Estos compuestos inhiben la respuesta
a la acetilcolina uniéndose a un sitio distinto del sitio de
fijaciobn del agonista.

Son bloqueantes no competitivos del receptor nicotinico
(Fig. I): los anestésicos locales aminados, los tranquilizantes
mayores (clorpromazina), drogas antihelmtnticas y antipalidicas
(quinacrina), alucinbgenos (fenciclidina), la histrionicotoxina,
toxina extratda de l1a piel de la rana colombiana Dendrobates
histrionicus, el catién lipofilico trifenilmetilfosfonio, vy
compuestos que interactuan con los 1{pidos tales como detergentes

y &cidos grasos, fosfolipaéas, anestésicos generales y alcoholes.



FIGURA I
ESTRUCTURA DE ALGUNOS EBLOQUEANTES NO COMFETITIVOS DEL

RECEFTOR NICOTINICO
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I.6.b.1i Frobables mecanismos de accidn de los blogueantes no

competitivos

Los experimentos electrofisioldgicos en los cuales se
estudid la actividad eléctrica del masculo sartorio de la rana en
presencia de los agonistas acetilcolina o suberildicolina y de los
bloqueantes no competitivos procaina y derivados de la lidocaina
mediante el andlisis de ruido (Katz y Miledi, 1975);: salto de

voltaje (Adams, 1977) y registros de canales dnicos (Neher v

Steinbach, 1978), sugirieron que los bloqueantes no competitivos

el canal cuando el mismo se encuentra abierto.

Foblin y Lester (1979) han demostrado por té&cnicas de
salto de voltaje en electroplacas de E. electricus que a
potenciales de membranas poco negativos (- 40 mM), la potencia de
los bloqueantes no competitivos se correlaciona con su solubilidad
en los lipidos y que a potenciales muy negativos (- 175 mV) dicha
correlaci®bn no se observa. Los autores sugirieron que ademas del
bloqueoc directo, los bloqueantes no competitivos podrtan inhibir
la respuesta fisioltgica en forma indirecta a través de los
lipidos que rodean el receptor.

Neher y Steinbach (1978) propusieron un modelo
alternativo al modelo estérico en el cual los bloqueantes no
competitivos inhibirtan el pasaje de iones por un mecanismo
alostérico, es decir promoviendo una conformacidn del receptor en
la cual el canal se encuentra cerrado.

Los estudios "in vitro" favorecen la hipdtesis que los
bloqueantes no competitivos act@élan a través de un mecanismo

alostérico.

En condiciones de equilibrio, los blogueantes no
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competitivos aumentan la fijacién de [3H]—acetilcolina. Cohen vy
col. (1974) demostraron que la prilocalna aumenta la afinidad para
la acetilcolina en membranas ricas en receptor nicotinico de T.
marmorata. Kato y Changeux (1976) obtuvieron resultados similares
con histrionicotoxina y su derivado dihidrohistrionicotoxina.

Los experimentos de cinética permitieron demostrar que
la velocidad de conversidn lenta de un estado de baja afinidad por
acetilcolina a uno de alta afinidad se acelera en presencia de
bloqueantes no competitivos (Weiland y col., 1977; Heidmann vy
Changeux, 1979; Sine y Taylor, 1982).

También se ha demostrado que los bloqueantes no
competitivos pueden cambiar el equilibrio entre los confdrmeros
preexistentes del receptor en ausencia de acetilcolina y
estabilizar la conformacidon D del receptor (Heidmann y Changeu:x,

19793 Young y Sigman, 1982; Sine y Taylor, 1982).

I.6.b.ii Sitios de unidn de blogueantes no competitivos

Los primeros estudios consistieron en praobar si los
bl oqueantes no competitivos interactuaban o no con el sitio de
fijacidn de la acetilcolina.

Weber y Changeux (1974 c) demostraron que los
anestésicos locales disminuyen la respuesta maxima de la
electroplaca de E. electricus a la acetilcolina y que las
constantes de proteccidn aparentes del sitio de acetilcolina,
determinadas siguiendo la disminucidn de la velocidad inicial de
fijacion dE[sH]-an—isotoxina a fragmentos de membranas de E.
electricus y de T. marmorata en funcidn de la concentracidn de
anestésico local, son 1 & 2 &drdenes de magnitud mayores que las

constantes de disociacidn aparentes de estos compuestos estimadas



"in vivo". Estos resultados sugirieron que los anestésicos locales
se unen con baja afinidad al sitio de acetilcolina y que inhiben
la despolarizacidn de la electroplaca unidndose a un sitio
diferente.

Se han descripto sitios de unidn para bloqueantes no
competitivos en fragmentos de membranas ricos en receptor
nicotinico utilizando una variedad de compuestos fluorescentes v
marcados con isdbtopos radiactivos.

Grtinhagen y Changeux (1976) demostraron que la
qQuinacrina, ligando fluorescente con actividad farmacoldgica
similar a la de un anestésico local. se fija a fragmentos de
membranas ricos en receptor nicotinico de J. marmorata sdlo en
presencia de agonistas y que dicha fijacidn es inhibida por los
anestésicos locales.

Los derivados de bloqueantes no competitivos marcados
con radioisbtopos utilizados son: [SH}trimetisoquina (Sobel vy
col.. 1280, P‘é}meproadifen (rodel vy col. (1979),[3H]—perhi—
drohistrionicotoxina (Eldefrawi y col. 1977 1978: 1980 a3 Elliot
y Ratteryv 1977, 19279; Aronstam v col.. 1981:; Oswald y Changeux.
1981 a) y[’H}+ancic1idina (Kloog y col.. 192805 Eldefrawi vy col..
1980 b: Nswald v Changeux 1981 as; b).

Se cobzervd que todos los bloaueantez no competitivos
estudi adaz =2 £i31an con alta afinidad (e 21 rango M) al receptor
nicotinico. que la fijacidn es inhibida ror histrionicotoxina vy
anestésicos locales. y que los agonistas nicotinicose aumentan la
afinidad de los bloqueantes no competitivos por su sitio de unién.

Eldefrawi y col. (1982) demastraran que la fijacion de
[SH]—fenciclidina y de [’H}perhidrohistrimnicotovina s inhibida.en

presencia de Carb 100 M, 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 vesicul as
reconstituldas conteniendo receptor nicotinico purificado tienen
propiedades de fijacidn de [SH}trimetisoquina similares a las
membranas nativas. Esto indica que al menos parte de los sitios
para bloqueantes no competitivos se encuentran en la molécula de
receptor.

Con el fin de localizar el o los sitios de fijacidn de
los bloagueantes no competitivos en la molé&cula del receptor,
Oswald v Changeux (1981 a y b) utilizaron un derivado radiactivo
de afinidad del anestésico local trimetisoquina (S—azido [SH}—
trimetisoquina). Los autores observaron gue este compuesto se fija
en forma selectiva a la subunidad & del receptor y que la fijacién
es inhibida por un exceso de trimetisocauinma e histrionicotoxina y
estimul ada por agonistas colinérgicos. Esto indicd que la
subunidad § lleva al menos parte del sitio de uwnién de los
blogqueantes no competitivos.

La marcacidn covalente de la subunidad & se realizd,
tambié&én., por irradiacidn con luz ultravioleta de membranas ricas
en receptor nicotlnico en presencia de [3H}perhidrohistrio—
nicotoxina,[SH}fenciclidina,[3H}trimetisoquina y[‘H}clorpromazina
(Oswald y Changeux, 1981 a). Se observd, en todos los casos., que
la fijacibn es aumentada por Carb y es bloqueada por
histrionicotoxina. La [SH}clorDromazina marca las 4 subunidades
del receptor.

Heidmann y col. (i198% b) estudiaron el efecto de varios

blogqueantes no competitivos en fraomentos de membranas ricos en



agonista nicotinico fluorescente Dns-Ce-Cho y técnicas de cinética
rapida. Los autores demostraron gue todos los compuestos
estudiados estabilizan al 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, meproadifen y Tritén
X-100) y b) bloqueantes no competitivos cuyos efectos no son
inhibides por perhidrohistrionicotoxina (clorpromazina,
trimetisoquina). En el mismo trabajo se estudif 1a fijacidn en
equilibrio de bloqueantes no competitivos marcados y se demostro
gue los mismos se 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 mondmero de receptor nicotinico y bloqueable por
perhidrohistrionicotoxina y b) una poblacidﬁ de sitios de baja
afinidad presentes en ntéimero de 10 a 30 por mondmero e insensibles
a perhidrohistrionicotoxina. La comparacion entre los estudios
conformacionales y de fijacidn llevd a estos autores a concluir
que el sitio de alta afinidad es responsable del efecto sensible a
perhidrohistrionicotoxina de los blogueantes 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 fijacibon de [SH]—trimetisoquina a
membranas reconstituidas, los autores demostraron que el ndmero de
sitios de baja afinidad depende de la relacibn lipido-proteina, lo
que sujgliere que dichos sitios estartan ubicados en la interfase
lipido-receptor.

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

asociacidn y disociacidn de[’H}fenciclidina a membranas ricas en



receptor nicotinico de T. marmorata aumentan por preincubacidn con
Carb y no por toxinas curaremiméticas, y que dichas velocidades
aumentan mucho mas cuando la fenciclidina se coincuba con el
agonista. Estos resultados sugirieron que ademfs de estabilizar el
estado D, la fenciclidina se fija muy rébidamente al estado A en
el cual el canal se encuentra abierto y acelera la transicién al
estado D.

Cox y col. (19835) estudiaron la marcacidn de los sitios
para blogqueantes no competitivos en membranas ricas en receptor
nicotinico de T. californica utilizando(sH}quinacrina azida vy
técnicas de cinética rapida. Los autores demostraron que la
acetilcolina induce un estado susceptible de ser marcado y que la
marcacidn 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 marcacidn es mayor que el de apertura y cierre del
canal, el receptor podria ser marcado en el estado de canal
abierto o durante la etapa rapida de desensibilizacidn. En el
mismo estudio se determind que la [SH}quinacrina azida marca la
subunidades x y f3: y dentro de la subunidad x se marca un
fragmento que contenido en el segmento Mi. Dicho fragmento
(residuos 211-237) se encuentra muy préximo & los residuos de Cys
192 y 197 posiblemente involucrados en el sitio para acetilcolina.
La gran proximidad entre ambos sitios permitiria explicar la
interaccion positiva y recliproca entre ellos (Karlin y col..
1986) .

Giraudat y col. (1986) estudiarorn la marcacidn covalente

de [3H}clorpromazina a membranas de T. marmorata por

fotoactivacion en presencia de Carb. Se ocbservd que las 4



subunidades se marcan. El andlisis de aminoacidos de fragmentos de
la subunidad & demostrd que la [SH}clorpromazina se une
especilificamente al residuo Ser-26Z2. Este residuo se encuentra
dentro del segmento M= y los autores proponen gue dicho seamento
podria estar involucrado. al menos en parte, en la formacidn del

canal idnico.

I.6.c La _amantadina

l—adamantanamina (amantadina) es una amina primaria

triciclica de estructura simétrica (Fig. I).

La amantadina s una droga que tiene accidn antiviral.
Davies v col. (1964) demostraron gue la amantadina inhibe la
multiplicacidn del virus de la influenza de tipo A. Ax, Az v C vy
el tipo Sendai del parainfluenza. Estos estudios se realizaron "in
vitro" en fibroblastos de pollo, células de rifibn de mono v perro
y en celulas amnidticas humanas, e "in vivo" en embriones de pollo
v en el ratdn. lLa droga no produce una inactivacidn directa del
virus ni tampoco irmhibe la adsorcidn del virus sobre los
fibroblastos de pollo o eritrocitos, pero s{ bloguea o disminuye
la velocidad de penetracidn del virus a la célula. va que un suero
que contiene anticuerpos especificos contra el virus produce una
inhibicidn viral m&s potente en presencia de la droza. En animales
se observd que s1 la amantadina es administrada antes de la
infeccidn viral hay un aumento en el ndmero de animales
sobrevivientes y un aumento en el tiempo de vida de los animales
afectados.

En el hombre, 1a amantadina administrada por via oral ha
sido utilizada en la profilaxis v en el tratamiento de la

infeccidn producida por el virus Az. Su efectividad es discutida



(Litter, 1975 b).

Schlegel y col. (1982) demostraron por técnicas de
inmunofluorescencia indirecta, por cuantificaci®dn de la sintesis
de ARN dependiente del virus, por infeccidn con virus marcado con
%H}uridina y por microscopla electrédnica que la amantadina inhibe
la entrada del virus de la estomatitis vesicular a células de
ratédn en cultivo. Esta inhibicidn se produciria en el estadio de
asociacidn del virus con regiones de la membrana celular
recubiertas con clatrina.

La amantadina tiene, ademds, la propiedad de mejorar
ciertas manifestaciones de la enfermedad de Farkinson. En esta
enfermedad se produce una lesidn en la sustancia negra acompabMada
de una disminucidn de la liberacidn de dopamina que, en
condiciones normales, inhibe las neuronas del cuerpo estriado
(Litter, 1975 b).

Grelak y col. (1970) demostraron que la amantadina
aumenta la presibn arterial en perros a los que se les inyecta
previamente dopamina y sugirieron que la drogja aumenta la
liberacidn de dopamina de sitios de almacenamiento periféricos.
Estos autores postularon que la amantadina podrf{a tener un efecto
similar en la liberacibn de dopamina en el sistema nervioso
central lo que explicaria la eficacia de la droga en el
tratamiento de la enfermedad de Farkinson.

La amantadina tiene, ademas, efectos en la unidn
neuromuscutlar. Nastuk y col. (1976) estudizaron la accioén de la
amantadina en preparaciones de miisculo esquelético de la rana. Los
autores observaron que la amantadina disminuye en forma reversible

la tensidn isom&trica en preparaciones estimuladas indirectamente

a través del nervio y disminuye la amplitud de los potenciales
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postsinapticos excitatorios y los potenciales de placa miniatura.
La amantadina no produce despolarizacion de la membrana pero
disminuye la despolarizacion inducida por Carb aplicada
iontoforéticamente. Los autores concluyeron que la amantadina
inhibe la transmisibn neuromuscular reduciendo la respuesta de la
membrana muscular a la acetilcolina.

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

demostraron que la amantadina en concentraciones 10-®M y 10Q—4M

reduce la fijacion de [SH}perhidrohistrionicotoxina pero no afecta

la fijacidn de[’H]—acetilcolina a fragmentos de membranas de T.

aocellata. Estos resultados sujgirieron que la amantadina ejerce su
accidn fijandose al canal y no al sitio de unidn de la
acetilcolina. Los autores confirmaron que la amantadina 10-49M
produce una disminucidbn marcada de la despolari-acidn inducida por
acetilcolina aplicada iontoforéticamente en el masculo denervado
de la rata. Mediante técnicas de voltaje impuesto. se observd que
la amantadina a una concentracibn de 2 % 107 °M disminuye la
amplitud de la corriente de placa en el mtisculo sartorio de la
rana y, al igual que otras drogas que afectan el canal, reduce el
tiempo de elevacidn y el tiempo medio de calida de dicha corriente,
y modifica la influencia del potencial de membrana sobre la
amplitud y el tiempo de calda de la corriente de placa.

Tsai y col. (1978) observaron los mismos efectos de la
amantadina sobre las propiedades de conductancia de la membrana en
preparaciones de midsculo esquelético de la rata, y demostraron que
la amantadina inhibe el eflujo de Z2Na+* estimulado por Carb de
microsacos de Torpedo sp., no afecta la fijacién de [SH]—acetil—
colina y[’H]—a—BuTx pero inhibe la fijacidn de[’H}perhierhis—

trionicotoxina.
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Warnick y col. (1982) estudiaron los efectos de la
amantadina y compuestos derivados saobre las propiedades de
conductancia i1énica del médsculo sartorio de la rana y sobre la
fijacidn de [sH}perhidrohistrionicotoxina y[?H]—acetilcolina a
fragmentos de membranas de T. ocellata. Los autores interpretaron
que la disminucidn de la amplitud de la corriente de placa
representa un blogqueo de los canales cerrados mientras que el
acortamiento del tiempo medio de calda representa el bloqueo del
canal en su configuracibn abierta y que ambas reacciones ocurren
en forma independiente.

No se han realizado adn estudios tendientes a establecer
si la amantadina ejerce un efecto alosterico sobre el receptor

nicotlnico. similar al de otros bloqueantes no competitivos.

I.7 FECONSTITUCION DEL RECEFTOR NICOTINICO

I1.7.a El concepto de reconstituciodn

La reconstitucidn es una estrategia experimental que se
basa en el principio de que las funciones bionlbgicas pueden ser
mejor estudiadas si sus componentes individuales son purificados y
recombinados en forma conveniente.

El objetivo principal de las té&cnicas de reconstitucidn
es, entonces, la simplificacibn del sistema en estudio al minimo
numero de componentes requeridos para su funcion.

La reconstitucibn de las funciones de transporte a
través de la membrana se ha visto obstaculizada por la dificultad
de aislar y purificar sistemas de transporte, generalmente
insolubles en agua, sin ser daflfados.

Las funciones de transporte requieren, ademas, la

imposicibn de un orden o asimetria sobre el sistema. La proteina




transportadora debe ser introducida en la membrana en forma

asimétrica de tal forma de mimetizar la asimetria de las membranas
biolbgicas (Miller y Racker, 1979).

La funcidn de una variedad de proteinas de membrana ha
podido ser reconstitulda en membranas artificiales (revisiones en
Miller y Racker, 1979; McNamee y Ochoa, 1982; McNamee y col.,

1986) .

I.7.b Reconstitucidn del receptor nicotinico en liposomas

Bangham y colaboradores en el ato 1965 demostraron que
las dispersiones acuosas de fosfollpidos forman estructuras
cerradas relativamente impermeables a los iones. Desde entonces
los liposomas han sido ampliamente utilizados como sistemas modelo
para el estudio de las membranas biolédgicas.

Los mttodos de reconstitucidn de proteinas de membranas
en vesliculas lipidicas involucran la solubilizacidbn de la proteina
y los lipidos con detergentes no desnaturalizantes y la posterior
eliminacibn del detergente. Al reducirse la concentracidn del
detergente por debajo de la concentracidbn micelar critica, 1la
limitada solubilidad del lipjdo y de la protelna causa su
agregacidn y formacidn de bicapas lipidicas con la proteina
incorporada.

La funcidn del receptor nicotinico fue reconstitulda con
éxito por primera ve:z por Epstein y Racker (1978). El receptor
nicotinico fue extraldo de membranas del &rgano eléctrico de T.
californica con colato de potasio al 2 %Z en presencia de 25 mg/ml
de asolectina. La asolectina es una mezcla cruda de fosfolipidos y
lipidos neutros extraida de la soja (Letters, 19464). La mezcla se

centrifugyd y el sobrenadante se dializd contra buffer sin colato
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durante 16 a 18 horas para eliminar el detergente y permitir la

formacidbn de vesiculas.

Los autores demostraron que el receptor nicotinico
reconstitulde mantiene intactas sus propiedades funcionales ya que
el influjn de 22Na* a los liposomas es estimulade por Carb en
forma dependiente de la dosis y bloqueado por los antagonistas
nicotinicos «-BuTx y d-TC y por los bloqueantes no competitivos
procalna y guinacrina. La preincubacidn del receptor nicotinico
con Carb por mls de 15 minutos inhibe el influjo indicando que el
receptor nicotinico reconstituldo exhibe el fendmeno de
desensibilizacion. Los autores observaron, ademas, que la funcion
del receptor nicotinico se pierde si no se incluyen lipidos
adicionales durante la extracciéﬁ del receptor.

Fosteriormente, Huganir y col. (1979) incorporaron
receptor nicotinico purificado del &rgano eléctrico de T.
californica en liposomas. El receptor reconstituldo exhibe influjo
de ®eRb+ estimulado por Carb y desensibilizacidn de la respuesta.
Los autores demostraron que en ausencia de l1f{pidos durante la
extracci®n, la concentraciédn &ptima de colato de sodio es 1 %. Los
autores utilizaron distintos meétodos de reconstitucidn: dialisis,
dilucidbn e incorporacidn a liposomas preformados por
conielacidn-descongelacidn y sonicacidn, y observaron que las
mayores respuestas se obtienen por el método de diilisis qel
detergente. Ademls se comprobd que se requiere la presencia de
fosfolfpidos exdgenos en todos los pasos de la purificacidn para
que el receptor nicotlnico conserve sus propiedades de

translocacidn idnica.

Se ha observado por técnicas de congelacidn y fractura

que las preparaciones reconstituldas estan formadas por vesliculas



unilamel ares de 400 nm de diametro que contienen receptor vy

vesliculas sin receptor de 20 a 80 nm de diametro (Lindstrom vy
col., 1980).

El receptor nicotinico purificado vy reconstituido en
liposomas constituye un sistema que permite medir las propiedades
de fijacidn de ligandos v de permeacidn idnica del receptor en la
misma preparacibn. FPor lo tanto resulta conveniente para realizar
estudios de los efectos de drogas sobre las propiedades
funcionales del receptor.

La funcidn del receptor nicotinico se ha reconstituido
también en membranas planas. Estas membranas se forman en la
superficie de una pequefia abertura entre dos compartimientos
acuosos. La protetna puede ser incluida en la suspensidn de lipido
antes de la formacibn de la membrana (Schindler y Guast, 1980) o
puede ser incorporada a bicapas previamente formadas (Boheim y
col.. 1981).

Un paso importante en los experimentos de reconstituciodn
en liposomas es la eliminacidn del detergente utilizado para
extraer la protetna de la membrana. En el caso del receptor
nicotlnico la eliminacidn del detergente puede realizarse por
dialisis (Epstein y Racker, 1978), dilucién (Huganir v col.. 1979
o filtracion en geles (Huganir y Racker. 1982).

Recientemente se ha informado la utilizacifn de un nuevo
método para la reconstitucidn de receptores (Kremenetzky y Atlas,
1984; Aguilar y Ochoa, 1986) que no ha sido aplicado ad€p para la
reconstitucion del receptor nicotinico. Este método consiste en la
precipitaci16n por polietilenglicol (FEG) del receptor extralido y
sSu inserciodn en vesiculas lipidicas.

De esta forma se ha reconstituido el receptor
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adrenérgico de tipo «=z del cerebro de la rata y del ternero
(Kremenetzky v Atlas, 1984). Utilizando una técnica similar, el
receptor muscarinico de la zona atrial del corazdn bovino se
incorpord en liposomas de asolectina presentando propiedades

similares al receptor en su membrana nativa (Ajuilar y QOchoa,

19863 Fellegrino de Iraldi y col., 1986; Aguilar y col., 1987).



OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo son:

1) Estudiar las principales propiedades bioquimicas y funcionales
del receptor nicotinico del &rgano eléctrico de Discopyae tschudii
con el fin de establecer si presenta caracteristicas similares al
receptor nicottinico del &rgano eléctrico de otras especies,
particularmente del genero Jorpedo. ampliamente utilizadas para el

estudio de esta protetna.

2) Estudiar aspectos de la desensibilizaciébn del receptor

niCOt{hico, tales como los efectos del Ca=* y de un pentapgptido,

la timopentina, sobre dicho fenomeno.

3) Profundizar en el conocimiento sobre el mecanismo de acciepn del
bloqueante no competitivo amantadina sobre el receptor nicotipico

purificado y reconstitulido en liposomas.

4) Estudiar la aplicacion de la técnica de reconstitucién por
precipitacidn con polietilenglicol para la incorporacién del
receptor nicotinico, con el fin de obtener un mayor conocimiento
sobre el funcionamiento del mismo en vesiculas preparadas bajo

distintas condiciones experimentales.
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MATERIALES Y METODOS

III.1 ANIMALES DE EXFERIMENTACION

En los estudios del receptor nicotinico realizados en el
presente trabajo se utilizaron ejemplares de la especie Discopyqge
tschudii de ambos sexos. Los animales, provistos por la Frofesora
M. B. Cousseau (Instituto de Investigacién y Desarrollo Fesquero
(INIDEF)), fueron capturados en las cercanfas del puerto de Mar
del Plata y transportados a Buenos Aires por avidn en bolsas
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 drganos eléctricos
se disecaron inmediatamente, se pesaron, se cortaron en pequefps
trozos y se congelaron a -70°C o en nitrégeno liquido hasta el
momento de ser utilizados.

Las caracteristicas de 1los animales utilizados en el

presente trabajo se indican a continuacion:

Sexo Dimensiones Feso del cuerpo Feso de los 6rganos el&ctricos

(cm) (3) (g)
Machos
34 x 22-4%5 x 28 660-1270 212-282
Hembras
20 x 11-4F x 19 120-812 18-120




I11.2 PREFARACION DE MEMBRANAS CONTENIENDO RECEFPTOR_NICOTINICO DE

ORGAND ELECTRICO

I11.2.a FPreparacidn de fracciones crudas de membranas

En cada preparacibn se descongelaron a 4°C 200 g de
organo eléctrico y se homogeneizaron en 200 ml de solucién
regul adora de fosfato de sodio 10 mM, EDTA S mM, EGTA S mM,
iodoacetamida 10 mM, PMSF O,1 mM, NaNs 0,02 %, pH 7,5 (solucidn de
homogeneizacibn) en un triturador de tejido Waring en 4 periodos
de 30 segundos a maxima velocidad. El homogenato se centrifugd a
1.300 % g durante 10 minutos en un rotor S534 (Sorwvall) para
eliminar el tejido conectivo. El sobrenadante resultante se filtrd
a través de 4 capas de gasa y se guardd a 4°C. El sedimento se
resuspendid en 100 ml de solucidn de homogeneizacidn y se
centrifugd como se indicd anteriormente. El1 sobrenadante se filtrd
a través de la misma gasa. Ambos sobrenadantes se centrifugaron a
80.000 % 9 durante 2 horas en un rotor X0 (Spinco). El sedimento
obtenido se resuspendid en 25 ml de NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM,
EDTA O,1 mM, NaN= 0,02 %, pH 7,4 (solucidn A) y se congeld a -70°C

o en nitrfgeno liquido.

III.2.b Freparacifn de fracciones_de_membranas _mas purificadas

El sedimento resultante de la #ltima centrifugaciodn se

resuspendid® en 32 ml de solucidn reguladora de fosfato de sodio 10
mM, EDTA 0,1 mM, NaN= 0,02 %, pH 7,0 conteniendo sacarosa al 28 %
(p/p). El material resuspendido se fracciond en allcuotas de 7,6
ml, las cuales se colocaron sobre gradientes discontfnuos de
sacarosa 30 %, 35 L y 41 % (p/p) en la misma solucion. Los

gradientes se centrifugaron a 75.000 x 3 durante 4 horas en un
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rotaor SW 25 (Spinco).

-

For este método se obtuvieron 3 fracciones de membranas
que se denominaron A, B y C correspondientes a las capas de 30 %,

35 % y 41 7 respectivamente. Las fracciones se recolectaron, se

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

80.000 x g durante 2 horas. Los sedimentos obtenidos se
resuspendieron en solucidn A y se congelaron a —-70°C o en

nitrdgeno liquido.

ITI.Z EXTEACCION Y FURIFICACION DEL RECEFTOR

III.3.a Solubilizaciéon del receptor

Las membranas (crudas o purificadas) preparadas a partir
de 200 g de tejido eléctrico, se diluyeron con solucidn A y colato
de sodio al 10 % (p/v) en solucidn A a una concentracidn final de
protelna de 2 mg/ml y de colato de sodio ¢de 1 %. La mezcla se
agitd durante IO minutos a 4°C y se centrifugd a 80.000 x g

durante 2 horas. El sobrenadante resultante se guardo a 4°C,

III.3.b Sintesis de bromoacetilcolina

La reaccidn de sintesis es la siguiente:

BrCHzC—Br + HO=—=CH=zCH=N (CH=) sBr — >
+

)

> BrCHzCO—CHzCH=2N (CH=) 3 Br— + HEr
<+

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 enfrid en un bafo de
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hielo y se agitd durante una hora mads. Se agregaron lentamente Z8B

ml de alcohol absoluto. El sdlido se filtrd por succidn, se colocd
en un matraz con 200 ml de isopropanol y se disolvié en un bafo de

agua caliente. La preparacién se filtrd a través de un embudo de
vidrio. El material solido se descartd y el liquido se enfrid
hasta alcanzar la temperatura ambiente y luego se colocé en hielo.
Los cristales se filtraron y se secaron en vacfo. La preparacidn

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

I11.%7.c Preparacifn 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 mM en solucidn
reguladora Tris—HCl 200 mM, pH 8,0, durante 20 minutos. El gel se
empacd en una columna de Z0 cm % 1,5 cm y se lavd con S voldmenes
de NaCl 1900 mM, fosfato de sodio SO mM, NaNx< 0,02%, pH 7,0
(solucibn de lavado). El gel se resuspendid en la misma columna
sin desempacar, se agregaron 150 m3 de BAC v se agitd durante 10
minutos. La columna se dejé empacar y posteriormente se lavd con
3-4 voldmenes de solucidn de lavado. El o=l se volvid a
resuspender dentro de la misma columna. se agregaron 150 mgy de
iodoacetamida y se agitéd durante 20 minutos. La columna se empacd

nuevamente, se lavd con NaNs 0,024 y se dejdb a 4 °C.

ITI.2.d Purificacidn del receptor por cromatografia de afinidad
El sobrenadante obtenido lueqgo de la extraccién con

colato de sodio se pasd a través de la columna de 15 ml de

Affi-Gel 401 y BAC unida covalentemente, equilibrada previamente

con 50 ml de solucidn A conteniendo colato de sodio al 1 % (p/v) vy

lecitina de soja (Asolectina) en una concentracion de 2 mg/ml. La

-
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velocidad de flujo fue de 1 ml/min. Inmediatamente después de
pasar el sobrenadante, la columna se lavd con 100 ml de misma
solucidbn. La elucidn se realizé con SO ml de Carb 10 mM disuelta
en la misma solucidn. Be recogieron fracciones de 2 ml y se midid
absorbancia a 280 nm. Las fracciones correspondientes al pico de
absorbancia se reunieron., se agregd sacarosa para obtener una
concentracidbn 0,5 M y se congelaron a -70°C o en nitrégeno

liquido.

II11.4 ELECTROFORESIS EN GELES DE FOLIACRILAMIDA

Aproximadamente 120 pg de receptor purificado se
dializaron. utilizando una bolsa de dialisis (Spectrapor membrane,
Spectrum Medical Industries INC., Los Angeles), contra 1.000
voldmenes de solucidn A durante 2 horas., con 2 cambios. La
protelna se precipitd y se lavd con ? vollmenes de acetona y se
secd en vaclo. Luego se agregaron 30 pl de Tris—-HC1 10 mM, EDTA 1
mM, DTT 10 mM, SDS al 2 % (p/v), pH 8,0 v la mezcla se incubd a
50°C durante 2 horas.

Una vez finpalizada la incubacidn se tomaron allicuotas de
SO g de protelnma y se sembraron en geles de acrilamida S$S,6 L
-metilenbisacrilamida 0,21 % preparados, corridos y coloreados de
acuerdo a Karlin y Cowburn (1973). El1 peso molecular promedio para
cada una de las subunidades se calculd comparando con muestras de
fosforilasa, albdmina de suero bovino (RSA) y hormona de
crecimiento bovina corridas en forma paralela.

LLas bandas obtenidas se cortaron y se secaron en vacio

para analizar posteriormente su composicion en aminoacidos.
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IIT.S ANALISIS DE LA COMFPOSICION DE AMINOACIDOS DE LAS SUBUNIDADES

Las muestras se hidrolizaron utilizando fenol 1 mg/ml vy
f—-mercaptoetanol al 0,5 % (p/v) en HCl en tubos sellados al vacio
a 110°C durante 20 horas. La determinacion de aminoacidos del

material hidrolizado se realizé en un analizador de aminoacidos

Beckman 119 CL.

IT1.6 RECONSTITUCION DEL RECEFTOR EN LIFOSOMAS FOR _EL METODO DE

DIALISIS DE COLATO

Se realiz® a partir de membranas conteniendo receptor vy
de receptor purificado por el método descripto por Dalziel vy

col. (1980).

111.6.a Reconstitucidn a partir de membranas

La fraccitn de membranas conteniendo receptor se diluyd
con soluci®dn A hasta una concentraciédn de proteina de 2 my/ml. Se
agregd colato de sodio para tener una concentracidon de 1 % (p/v).
La mezcla se agitd durante Z0 minutos a 4°C v se centrifugd a
80.000 » o durante 2 horas. El sobrenadante resultante se guardd a
4°C.

Se prepard una suspensidn de asolectina. para lo cual se
pesaron 168 mg de dicho lipido y se agregaron 2 ml de colato de
sodio 4,16 7% (p/v) en solucibn A. La mezcla se sonicd bajo
nitrogeno en un sonicador de bafo Kerry a una frecuencia de S50 kH:z
durante 15 minutos. Se mezclaron 0,7 ml del extracto (0,922 mgy de
proteina) con 0,3 ml de la suspensidn de lipido de forma tal que
la concentracidbn final de colato de sodio fuera de 2 %, la
relacién lipido-proteina de 20 (p/p) y la concentracidn de lipido

>-x

I3 mM. La mezcla se dializ® durante 48 horas contra 1.000



voladmenes de solucidn A previamente gaseado con nitrégeno por

-

10-15 minutos, con 3 cambios.

ITI.6.b Reconstitucidn a partir de receptor purificado

Se mezclaron 0,7 ml de receptor purificado (0,2 m3y de
proteina) con 0,3 ml de una suspensidn de asolectina preparada con
84 m3y de lipido en 2 ml de colato de sodio 4,16 % y sonicada como
se explicd anteriormente. La relacidon lipido-protelna en este caso
fue 62,5 (p/p) y la concentracidn de lipido 16 mM. La mezcla se
dializd como se detalld anteriormente.

En ambos casos el material reconstitutdo se congeld a
=70°C o en nitrédgeno liquido y se descongeld en hielo antes de

realizar los experimentos.

IITI.7 RECONSTITUCION DEL RECEFTOR EN LIPOSOMAS FPOR EL METODO DE
FRECIFPITACION CON FEG

I1I11.7.a FProcedimiento de reconstitucidn

Se realizé de acuerdo a una modificacidn del método
descripto por Aguilar y Ochoa (1986).

El receptor purificado se dializd contra Z00 voldmenes
de colato de sodio al 1 % en soluci®n A durante 48 horas. con 2
cambios, para eliminar la Carb empleada para elulr el receptor de
la columna de afinidad. Se prepard una suspensibdbn de asolectina 56
mM mediante la sonicacidn de 45 mg de lipido en 1 ml de colato de
sodio al 5% en solucidn A. La suspensidn se mezcld con Z,8 ml de
receptor (0,56 m3j de protetna) de tal forma que la concentracidn
final de colato fuera 2 % y la relacidn lipido-proteina 20 (p/p).

La mezcla se colocd en un baflo a 37°C durante 1-1,5 minutos y se



agregd un voldmen igual de FEG al 50 % en agua destilada. Se agitd
con una varilla por 1-1,35 minutos en el mismo bafo. La preparacién
se dejd a 0°C durante S5 minutos y posteriormente se agregaron 4-6
voldmenes de solucidn A muy lentamente agitando en forma continua
con una varilla. La mezcla se centrifugd a 80.000 x g durante 1
hora. El sedimento resultante se lavd 2 & 3 veces con F ml de agua
destilada frla, se resuspendid en 6 ml de solucidn A y se
centrifugd a 100.000 % g durante J0O minutos. El sedimento obtenido

se resuspendid en 1 ml de solucidn A.

II1.7.b Purificacibn de las muestras de FEG

En algunos experimentos de reconstitucidn se utilizaron
muestras de FPEG purificado. La purificacidn se realizd de acuerdo
al método de Honda y col. (1981). Se disolvieron 10 g de FEG en 80
ml de cloroformo y se precipitaron agregando 2 litros de éter
etilico muy lentamente. La muestra se dejd decantar durante una
noche vy se filtrd a través de papel de filtro en un embudo de tipo
Buchner. El precipitado se evapord bajo nitrogeno y al vaclio y se
Quardd a temperatura ambiente hasta su utilizacidn. A partir de 10

3 de FEG se obtuvieron ? g de material purificado.

II1I.8 FRUEEAS DE LA INCORFORACION DEL RECEFTOR A LIFOSOMAS

Se siguid la técnica descripta por Fopot y col. (1981).
Las muestras conteniendo 5-6 yg de proteina se incubaron con 16
pmoles de[‘gsi}a—BuTx (actividad especifica 16-17 pCi/pg) en un
volumen total de 200 pl durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Luego de la incubacidn la mezcla se pasd a través de una columna
de Bio-Gel A 15m de 38 ml (1 % 49 cm). La velocidad de flujao fue

de 0,25 ml/min. La elucidn se realizd con 120 ml de solucidn A. Se
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recogieron fracciones de 1 ml y se midid la actividad de =2®] en

un contador de centelleo sblido y la absorbancia a 450 nm.

I1I11.9 ANALISIS DE LA FUNCION DEL RECEFTOR

I11.9.a Fijacidn de L‘ZBI}—u—BuTx

I1I.9.a.i Titulacidn de la solucidn de f‘zal;l—a—E(uTx

Las soluciones de [‘251]—a—BuTx se tituwlaron utilizando
receptor unido a membranas (fraccidn 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 7% de

moléculas activas de toxina fueron descartadas.

I11.92.a.11 Fijacion dg_{leI]—G—BUTK en _equilibrio

Se realizd de acuerdo al método descripto por Schmidt y
Raftery (1973), el cual se basa en el diferente punto 1soeléctrico
de la x—-BuTx (9,2) y del complejo toxina-receptor (4,9).

Los ensayos se realizaron incubando aproximadamente 2
pmoles de sitios en S0 pul de una solucidon NaCl 100 mM, MOFS 10 mM,
Tritbn X-100 0,2%, pH 7,4 (solucidn NMTioco) con B pmoles de["’ﬂ‘
—x~BuTx en S50 pl de NMTioco, durante 30 minutos a temperatura
ambiente. La mezcla se diluy® con S ml de NaCl 10 mM, MOFS 10 mM,
Tritbn X-100 0,2%, pH 7,4 (solucidn NMTaio) y se filtrd a través de
dos filtros DEAE-celulosa (DEB1, Whatman) previamente lavados coan
4 ml de NMTie. Para la filtracidn se utilizd una caja de acrilico

de 10 bocas conectada a una bomba de vaclo. Los filtros se
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lavaron dos veces con 12 ml de solucidn NMTio, se colocaron en
tubos de plastico y se midid la radiactividad de los mismos en un
contador de centelleo sbdlido.

La fijacidn inespecifica se determind incubando las
muestras con x-CTX o «—BuTx no radiactiva 1 pM durante 20 minutos
a temperatura ambiente antes de realizar el ensayo de fijacidn de
[‘251]—a—BuTx.

Fara determinar la actividad retenida en los filtros en
forma inespecifica se incubaron 50 pl de NMTico con 50 pl de la
solucibn de toxina y se filtrd como fue explicado anteriormente.

Las determinaciones se realizaron por duplicado y los
resultados se expresaron en pmoles o nmoles de [‘291]—a—BuTx

unidos / m3 de proteina.

El proceso de desensibilizacion «e puede correlacionar
con el desplazamiento del receptor de un estado de baja afinidad a
un estado de alta afinidad para el agonista (Weber vy col., 1975;
Weiland y col., 1976: 1977; Quast y col., 1978: Weiland y Taylor,
1979) .

Como se explicd anteriormente las toxinas
curaremiméticas y los agonistas nicotinicos se fijan al receptor
en forma mutuamente excluyente.

La asociacidn de los agonistas al receptor nicotinico es
una reaccidn controlada por difusidn, mientras que la velocidad de
fijacidbn de toxina es intermedia. For lo tanto se puede suponer
que durante el curso inicial de la reaccidn de fijacidn de toxina

medida en presencia del agonista, la interconversidn entre los
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dos estados puede ser despreciada si [R] es baja y[R]<< [toxina]
(McNamee vy col., 1986).

En presencia del agonista, la constante de velocidad de
fijacidn de toxina disminuye debido a la ocupacidn 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
confbrmeros en el estado de alta afinidad y menos en el estado de
baja afinidad. Es decir que luego de la preincubacidn, la
constante de velocidad de fijacidn de toxina disminuye mas adin
debido al mayor ndmero de moléculas de receptor en estado de alta
afinidad para el agonista que se traduce en un menor ndmero se
sitios disponibles para la toxina.

Para evidenciar los desplazamientos entre estados de
baja y de alta afinidad, se realizaron experimentos en los cuales
se midid la velocidad de fijacidn de [‘251]—a—BuTx como fue
descripto por Walker y col. (1981 a).

La velocidad de fijacidn se midid en tres condiciones:
a) Control: sin Carb.

b) Coincubacidn con Carb.
c) Preincubacidn con Carb.

La reaccidn se llevd a cabo a temperatura ambiente en 1la
siguiente solucidn sin detergente: fosfato de sodio 10 mM, NaCl
100 mM, BSA 0,5 mg/ml; pH 7,0 (solucién TIE-ESA). La concentraciodn
de sitios que fijan toxina fue S nM y la de[*zﬂl]—a—BuTx IO nM: en
estas condiciones la reaccibn es de primer orden con respecto a la

concentraciodn de receptor.

a) Curva control: se incubaron 10 pul de membranas (3,46 pmoles de

sitios) con 100 pl de solucidn de [‘251}—u—BuTx (21,6 pmoles) vy



610 nl de TIB-BSA. La reaccidn se inicid al agregar las membranas.
Se tomaron allicuotas de 100 pl para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 ,

4,0 vy 60 minutos (equilibrio).

b) Curva de coincubacidn: se incubaron 10 pl de membranas (3,6

pmoles) con 100 ul de [‘251]—«—BUTM (21,6 pmoles), 10 pl de Carb
7.2 x 10-%M (concentracidn final 10 pM) y 600 pl de TIB-ESA. Se
tomaron alicuotas de 100 pl para filtrar a los mismos tiempos que
en el caso de la curva control.

c) Curva de preincubacidn: se incubaron Z0 pl de membranas con IO
nul de Carb 2,0 x 10-9M durante IO minutos a 0O°C. Luego se
agregaron 20 nl de las membranas preincubadas a un medio
conteniendo 100 ul de [‘ZBI]—Q—BuTx (21,6 pmoles), 10 pl de Carb
7,0 x 10-4M y 590 pl de TIEB-BSA. Se tomaron alicuotas de 100 pl
para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 , 4,0 y 60 minutos

(equilibrio).

Calculo de la constante de velocidad

La reaccitn entre la toxina y el receptor se puede

representar de la siguiente manera:
KT

TxR (1)

donde
kr = constante de asociacidn

k—-v = constante de disociacidn

y la velocidad de asociacidn se expresa como:

v = ket [Tx] [R] ~ kv [1xR] (2)



Suponiendo que la toxina se fija en forma reversible a
una clase de sitios homoj&neos y no interactuantes., las ecuaciones

de conservacidn son las siguientes:

[7:] = [rxe] - [T#R] (3)
[R] = [ro] - [TxR] (4)

donde

[TX] concentracidn de toxina
[Txo]
[<]
[Ro]
[TxR]

concentracidbn inicial de toxina

concentracidbn de receptor

concentracidn inicial de receptor

concentracidn del complejo toxina-receptor

Al comienzo de la reaccibn,[TxR] es baja comparada con[R]
y [Tx] y ademas el valor de k-v es muy pequefo. En consecuencia en
los primeros minutos de reaccidn la ecuacion (2) se puede

simplificars:

d[Tx] d[R] d[qu
v = - = - = = kv [Tx] [R] ()

dt dt dt

Reemplazando en (S) los valores de [Tx] Yy [R] de (2) vy

(4) s

d[TxR]

= kv ([Txo] - [TKR]) ([Ro] - [TKR]) (6)

dt
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Reagrupando en (&)

d[TxR]
([Txo] - [TxR]) ([Ro] - [TxR])

= kv dt (7)

Integrando la ecuacidn diferencial (7) entre to y t

[Ro] ([Txo] - [TxR])
[Tmo] ([Ro] - [TxR])

La variacidn del primer miembro de (8) es lineal con

= ([TD] - [Ro]) ke £ (8)

respecto al tiempo y la recta posee wuna pendiente
([To] - [Ro]) kv

Una manera mas sencilla de calcular kv (que es la
utilizada en el presente trabajo), consiste en hacer la reaccieon
entre la toxina y el receptor de pseudoprimer orden, es decir
colocando toxina en exceso de modo que la reaccidn sea de primer
orden con respecto a la concentracidon de receptor.

Como se coloca toxina en exceso, la {Tx] se considera

[

constante en el curso de la reaccidn y la ecuacidn (S) resulta:

“[F]

= Kk’ [R] (9)
dt
donde

k> v= k-~ [Tx] = constante de velocidad de pseudoprimer orden

Reagrupando en (9)
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1]
[~]

= k’+ dt (10)

Integrando (10) entre to y t

[<]

-1ln = k’x t (11)

[%e]

Reemplazando en (11) el valor de['R] de (4)
[Ro] - [TxR]
-1n
[Ro]

La ecuacidn (12) se calcula a partir de los resultados

= k’r t (12)

experimentales de la siguiente manera:

[Ro] = cpm= = cpm correspondientes a la reaccibn en equilibrio (60
minutos) .

[TxR] = cpm correspondientes a cada tiempo t de reaccidn (tomados
entre 0,3 vy 2 minutos para minimizar el efecto de la
desensibilizacidn).

La ecuacidn (12) se puede expresar, entdnces:

CPpMe — Cpme

-1ln =k’ t (13
CPMo - cpme

donde cpme corresponde a la radiactividad que queda retenida a los
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filtros en ausencia de receptor. En el numerador no es necesario

restar cpme pues se anula.

La pendiente de la curva (13) es kv y su dimensidbn es
seg—?:,

Las rectas en todos los casos fueron ajustadas por
regresidn lineal. Las curvas ajustadas con coeficientes de
correlacibn menores a 0,70 fueron descartadas.

La constante de segundo orden (ks+) se calculd como:

k>

kr =

[Txo]

sus dimensiones son seg~3 M—31,

IIlI.9.b.11 Evaluaciég cuantitativa de los estados de afinidad

Este ensayo se realiz®& para determinar las constantes de
baja (Ki) y de alta (Kz) afinidad para agonistas.

Estas constantes se pueden medir por medio de dos
ensayos:

a) Fijacidn de {aH]—acetilcolina (Neubig y Cohen, 1979).
b) Competicidn entre Carb y a—-BuTx por el sitio de fijaciodn
(Walker y col., 1981 a).

El &dltimo método es el que se utilizd en el presente
trabajo.

Para la determinacidn de Ki se realiz® una curva de
velocidad de fijacion de[‘zBI}a—BuTx como fue explicado para la
determinacidn cualitativa de los estados de afinidad del receptor
y una familia de curvas de coincubaciotn del receptor con toxina y

Carb. Las concentraciones de Carb utilizadas fueron 0,1 pM , 1,0



MMy 10 M y 30 uyM y los tiempos de medicidn fueron 0,8, 1,0, 1,5 vy
2,0 minutos (para minimizar el efecto de desensibilizacion).

Fara la determinacidn de la Kz se realizd también una
curva de velocidad de fijacibn de toxina en ausencia de Carb y una
familia de curvas de coincubacidn 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 yM sitios) se incubaron con Carb 10 uM a 0°C durante 30
minutos. Luego se realizd una dilucidn 1:15 con TIB-ESA e
inmediatamente se tomd una alicuota de 10 pl (3,6 pmoles de
sitios) y se agregd a un medio conteniendao 100 unl de[‘zﬂika-BuTx
(21,6 pmoles) y 10 nl de Carb en TIB-BSA (vol. final 720 nl). Este
procedimiento permitid diluir 1000 veces la Carb utilizada durante
la preincubacidn. Las concentraciones finales de Carb utilizadas
fueron: 0,01 M, 0,03 uM, O, 10 M , O, 30 M vy 1 M. Se tomaron
alicuotas de 100 gl para filtrar a 0,5, 1,0, 1,5 vy 2,0 minutos.

Calculo de las constantes de afinidad

El tratamiento de los datos para el calculo de Ki y K=
fue el mismo. Las curvas de fijacidn de toxina en funcidn del
tiempo se ajustaron por regresidn lineal y se calcularon las
pendientes de dichas curvas. El coeficientz de correlacidn en
todos los casos fue mayor de 0,70. Luego se construyeron curvas de
pendiente / pendiente max. (es decir la pendiente para cada valor
de Carb / pendiente en ausencia de Carb) en funcidn del logaritmo
de la concentracidn de Carb. En este caso no fue necesario
calcular las constantes de velocidad de pseudoprimer orden en
ausencia de Carb (k’v max) y en presencia de Carb (k’+), ya que
se ha demostrado que el cociente kv / k’+ max es igual al

cociente entre las pendientes calculadas a partir de los graficos



de fijacidn de toxina en funcidn del tiempo (Walker y col.,

1981 a).

Las constantes de afinidad se calcularon a partir del
valor del logaritmo de la concentraci6fn de Carb correspondiente a
pendiente / pendiente max= 0,5.

Para el caso mas simple de fijacidn competitiva, los
graficos semilogaritmicos de la inhibicidn de la fijacidén de
x—BuTx por cantidades crecientes de Carb pueden ser ajustados a
curvas tebricas obtenidas de la ecuacidn (1) para la fijacién

competitiva a sitios idénticos y no interactuantes (Quast y col.,

1978) .
k 1
= (1)
K manm 1+ Carb/K

I111.9.b.iii Curso _temporal de las transiciones de afinidad

La informacidn obtenida mediante los ensayos

cualitativos y cuantitativos de los estados de afinidad del

receptor se completd mediante el estudio del curso temporal de

dichas transiciones, el cual se realizé®é de acuerdo a Walker y col.
(1981 a).

Se midid la velocidad de fijacion de [‘251]—a—BuTx en
dos condiciones:
a) Coincubacidbn con Carb: se incubaron 10 nl de membranas (3,6
pmoles de sitios) con 100 nl de [*251]—a—BuTx) (21,6 pmoles), 10
pl Carb 7,2 x 107“M y 600 pl TIE-BSA, a temperatura ambiente. Se
tomaron allcuotas de 100 pl para filtrar a 0,5, 1,0, 1,9 y 2,0
minutos.

b) Preincubacidn con Carb: se incubaron 10 nl de membranas (3,6



pmoles de sitios) con 10 pl Carb 7,2 x 10-*M y 600 pul TIB-BSA por
1, 2, S5, 10 y 20 minutos. Al cabo de dichos tiempos se agregaron
100 pl de *2®] —«~BuTx (21,6 pmoles) y se midid la fijacidn de
toxina a 0,5, 1,0, 1,5 y 2,0 minutos.

La curva de coincubacidn con Carb corresponde al control
(tiempo de desensibilizacidn cero).

Las curvas de fijacidn de [‘251]~a—BuTn en funcibn del
tiempo se ajustaron por reqgresidn lineal, y fueron tomadas en
Ccuenta solo aquéllas que presentaron un coeficiente de correlacién
mayor que 0,70.

En 11II1.9.c.iv se describe otro m2todo para medir la

desensibilizacidn del receptor nicotinico.

III.?.c Medicidn del influjo idnico mediado por el receptor

nicotinico

La funcidn de translocacidn de iones del receptor se

midid a traves del influjo de ®®Rb+* estimulado por Carb.

II1.9.c.i Preparacidn de las columnas de intercambio catidnico

Se realizd de acuerdo a lo descripto por Epstein y

Racker (1978).

La resina Dowex SOW—-X8 (malla S0-100) fue convertida a
la forma Tris como fue descripto por Gasko y col. (1976). La
resina (500 g) se lavd con agua destilada hasta claridad. Luego se
agregaron S00 ml de agua destilada y 220 g de Tris y la mezcla se
agitd a temperatura ambiente por 1 hora. Fosteriormente, la resina
se lavd extensamente (20 a 25 veces con 4 litros de agua destilada
y por dltimo con 4 litros de agua bidestilada). Se controld que el

pH final fuera aproximadamente 8,0.



La resina se colocd en columnas plasticas de 2 ml (QSY,.

Isolab). Las columnas conteniendo la resina se egquilibraron con 3

ml de una solucidn de sacarosa 170 mM, BSA %, 3 mg/ml, NaNs 0,02% vy

se colocaron en hielo hasta su utilizacion.

III.9.c.ii Medicidn del influjo de ®*Rb~*

Se realizd de acuerdo a Walker y col.(1982). Se utilizd
®¢“Rb+, que puede reemplazar al 42K+ (Palfrey y Littauer, 1976) y
tiene la ventaja de tener un periodo de semidesintegracidn maAs
largo. En cada ensayo, S0-100 ul de membramas se mezclaron con {0
pl (2-4 NCi) de ®*Rb* (actividad especifica 0,3-1,0 Ci/g) y 10 pnl
de Carb 7 »x 10™M & 1,2 x 10-2M (concentracibn final 1 mM). Fara
medir el influjo en ausencia del agonista se colocaron 10 nl de
solucidn A en lugar de Carb. Cuando se midid el influjo en
membranas nativas, la concentracidn de proteinas en las muestras
no fue mayor de 2 m3/ml para evitar que se blogqueen las columnas.

La reaccién se llevd a cabo a 0°C por 10 segundos (o el
tiempo especificado en cado caso). Se tomaron 50-100 nl de la
mezcla de reaccidn y se filtraron a través de las columnas de
intercambio catidnico. Las columnas se lavaron inmediatamente con
una solucidn de sacarosa 175 mM, NaN= 0,02%. Los cationes externos
quedan retenidos en las columnas y los cationes atrapados en los
li posomas, por poseer estos &ltimos una carga neta negativa, no
saon retenidos en las mismas.

El material elulido de las columnas se recogid en viales
de plastico y la radiactividad se midid en un contador de
centelleo llquido en ausencia de liquido centellador con un ancho

de ventana 0-999. Los ensayos se realizaron por triplicado.

El influjo de ®®Rb* estimulado por Carb se calculd 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 método corresponde a
una respuesta integrada y representa el volumen interno de
liposomas conteniendo receptor funcional en presencia de altas
concentraciones de agonistas. Debido a gque durante el tiempo de
ensayo se produce la activacidn e inactivacidn de la respuesta (el
tiempo de influjo real estd en el orden de los mseg), se considera
a esta ensayo como un indicador cualitativo de la actividad del

receptor nicotinico.

111.9.c.iii Determinacidn del volumen_ interno de las veslculas

El volumen interno total de las preparaciones de
vesliculas se determind incubando 100 pl de membranas (100 pmoles
de sitios) con 10 ul (2-4 puCi) ®*Rbh* por 48 horas a 4°C para
asegurar un equilibrio completo entre los iones externos e
internos. Luego de la incubacidn, las muestras se filtraron como
fue explicado anteriormente.

lLas determinaciones se realizaron por triplicado y los

resultados se expresaron en nl/pumol lipido exdgeno.

I11.2.c.iv Curso temporal del proceso de inactivacidn

(desensibilizacidn) de la respuesta del receptor

Un método mAs sensible para medir el curso temporal del
proceso de desensibilizacidn, consiste en determinar la velocidad
de inactivacidn de la respuesta del receptor nicotinico, como fue
descripto por Walker y col. (1981 b; 1982).

Se incubaron 63 pl de membranas reconstituidas con 7 pl



de Carb S % 107®M (o0 la concentracibdn indicada en cada caso) por
S, 10, 15, 20, 30 y &0 segundos. Inmediatamente después se realizdé
un ensayo de influjo de ®*Rb* a 10 segundos colocando S0 pl de la
mezcla de preincubacidn con 10 pl (2-4 pCi) ®*Rb* y 10 pl de Carb
7 x 10 M. El tiempo cero de preincubacibn se determind incubando
63 pul de membranas con 7 pl de solucidn A y midiendo el influjo de
®¢Rb* a 10 segundos.

A todos los valores de influjo medidos en presencia de
Carb se les restd el valor de influjo.medido en ausencia de Carb.
Los ensavos se hicieron por duplicado o por triplicado.

Para obtener una medida de la velocidad de inactivaciodn
de la respuesta del receptor, se calculd el tiempo emplrico medio
de inactivacidn. Este parametro se calculd haciendo el grafico
semilogaritmico de la respuesta en funcidn del tiempo de
preincubacidn. l.as curvas fueron ajustadas por regresidn lineal.

El tiempo emplrico medio de inactivacidn se obtuvo de la
ecuacidn de las rectas como el valor de tiempo correspondiente al

50% de la respuesta maxima (tiempo cero de preincubacién).

I11.10 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA ACE

Se realizd de acuerdo al método descripto por Ellman vy
col. (1961).

La reaccidn se llevd a cabo en solucidn reguladora de
fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0, utilizando 20 nl de
acetiltiocolina (ATC) 75 mM como sustrato y 100 nl de DTNE 0,01 M,
en un volumen final de 3 ml a temperatura ambiente. La velocidad
inicial de la reaccidn se determind midiendo la absorbancia a 412
nm, cada 15 segundos durante 3 minutos.

Las determinaciones se hicieron por duplicado o



triplicado. La variacidn de absorbancia por minuto ([&Abs/min) se
calculd como la pendiente de la recta promedio.
La actividad especifica se calculd a partir de la

siguiente formula:

AAbs/min Vol cubeta (nl)

Act.esp.= b

13,6 Vol alicuota (ul) /[prot]

donde 13,6 es el coeficiente de extincidn molar. La actividad
especlfica se expresd en pmoles ATC transformados / min.mg

protelna.

IT1I1.11 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE FROTEINAS

La concentracidn de protelnas de las preparaciones se
determind por el método descripto por Lowry y col. (1951)
utilizando BSA como patroén.

Fara determinar la concentracidn de proteinas de
preparaciones reconstituldas se utilizé el método descripto por
Hess y Lewin (1965). Las muestras se hidrolizaron con 200 ul de
HONa 0,5 N, a 37 °C durante toda la noche. Luego se realizd el

ensayo de proteinas, se agregd 1 ml de ClsCH, se centrifugd a

2.500 RFM durante 10 minutos y se ley® absorbancia a 750 nm en la

fase superior.

I11.12 DROGAS UTILIZADAS

Todos los reactivos utilizados fueron de grado

analitico.
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Tris-base, EDTA, EGTA, iodoacetamida., PMSF. DTT, colato
de sodio, Triton X-100, BSA, PEG, acetiltiocolina (ioduro), DTNB,
carbamilcolina (cloruro), amantadina (hidrocloruro), quinacrina
mostaza (dihidrocloruro), procatna (hidrocloruro),., d—-tubocurarina
(cloruro), x-cobrotoxina y x—-bungarotoxina fueron adquiridas en
Sigma Chemical Company, St. Louis, MO., 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 fueron adquiridos en
Fio-Rad, Richmond., Ca.., E.E.U.U.

{‘ZBI}—a—bungarotoxina (actividad especifica 16-17
HCi/pg) fue adquirida en New England Nuclear, E.E.U.U. y ®&Rh+
(actividad especifica 0,3-1 Ci/g; en ClH 0,5 N) fue adquirido en

la Comisidbn Nacional de Energla Atbmica (Repdblica Argentina).



RESULTADOS

IV.1. CAFACTERIZACION DEL RECEFTOR NICOTINICO DEL ORGANO ELECTRICO

DE Discopyge tschudii.

IV.1.a Estudios del receptor nicotinico en _membranas nativas

El primer paso en la caracterizacidn del receptor

nicotinico del organo eléctrico de D. tschudii. fue la preparacion

de una fraccidn de membranas ricas en receptor.

Luego de la centrifugacidn en gradientes de sacarosa del
material homogenei:zado de drgano eléctrico se obtuvieron = bandas:
A (en la capa de sacarosa al 30%), B (sobre la capa de sacarosa al
I5%4). v C (a nivel de la capa de sacarosa al 41%).

Los resultados correspondientes a una preparacidn de
membranas se muestran en la Tabla 1. Se observd que la banda B
presenta la mayor fijacidbn especifica dE[‘aEI]—a—BuTx y la menor
actividad de la enzima ACE.

La concentracion de sitios receptores en la fraccidn B
varid en las distintas preparaciones entre 0,13 y 3,92 nmoles/mg
protelna y la cantidad total de sitios entre 0,08 y 1,10 nmoles/g
tejido fresco. For otro lado, el porcentaje de sitios en cada
fraccidbn (A: 19,2 * 4, %; RBR: 25,8 *+ 8,8 %; C: 43,2 * 7,1 %3
media * D.S. de 7 experimentos) y la cantidad total de proteina de
las 3 fracciones (1,34 * 0,36 m3y/3 tejido fresco; media * D.S. de
7 experimentos) no variaron en forma apreciable entre las
preparaciones.

La fijacidn de [‘251]-a-BuTx a la fraccibn B de
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membranas, como se muestra en la Tabla 2, fue bloqueada por

incubacidn previa de las mismas con «x-CTX no radiactiva,
sugiriendo la especificidad de la unidn de la a-BuTx. Los efectos
de los bloqueantes no competitivos amantadina y quinacrina mostaza
(@M) sobre el receptor nicotinico se discutiran mas adelante.

El receptor presente en las membranas nativas exhibi®
influjo de ®*Rb* estimulado por Carb y dicha respuesta fue
bloqueada por el antagonista nicotinico d-TC y por incubacidn
previa con Carb (desensibilizacion), tal como puede verse en la
Tabla 3. Como se explictd anteriormente la desensibilizacidn es un
fenbmeno reversible por el cual la respuesta del receptor

nicotinico se bloquea en presencia prolongada de activadores.

IV.l.b Extraccidn vy purificacidn del receptor nicotinico por

cromatoqrafta de afinidad

Con el objeto de caracterizar bioquimicamente el
receptor nicotinico presente en el organo eléctrico de D.

tschudii, el receptor se purifict por cromatografia de afinidad

utilizando BAC como ligando unido a la columna de Affi-Gel-401,
como fue descripto por Reynolds y Karlin (1978).

El receptor fue extraldo de fracciones de membranas
crudas y purificadas utilizando colato de sodio al 1 %. La
extraccidon se realizd sin el agregado de lipidos exdgenos. Se
ha informado que el receptor extratdo del érgano eléctrico de
T. californica conserva sus propiedades funcionales intactas
sin necesidad de agregar lipidos adicionales si se utilica
colato de sodio en una concentracidn de 1% (Huganir y col. 1979).

for el contrario, todos los pasos de la purificacion se

realizaron en presencia de lipidos exdgenos (2 mg/ml de



asolectina). Sin lipidos adicionales en las soluciones de lavado y

de elucidn de la columna se produce una pérdida irreversible de
las propiedades de flujo ibnico del receptor nicotinico de T.
californica (Huganir y col., 1979; Lindstrom y col., 1980; Anholt
y col., 1981).

Los resultados correspondientes a un experimento de
purificacibn del receptor nicotinico del &rgano eléctrico de D.
tschudii se muestran en la Tabla 4. En once experimentos se
obtuvieron entre 0,7 v 7.4 mg de receptor a partir de 100 g de
tejido dependiendo del tiempo transcurrido desde la preparacidbn de
la columna de afinidad hasta el momento de la purificacidn.

La fijacidbn especifica de [‘291]—a—EuTH oscild entre 3,2
y 6.2 nmoles/mg protelna, lo que constituyd un aumento de 10 a 20
veces con respecto a la cantidad fijada a las membranas nativas.

El material purificado presentd una baja actividad de
ACE que correspondid a un I % de la actividad enzimatica inicial
(Tabla 4).

Con el propédsito de estudiar la composicidn en
subunidades del receptor purificado se realizd una electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de SDS. La Fig. 1 muestra
que el material purificado del dorgano eléctrico de D. tschudii
presentd 4 bandas coloreadas con azul de Coomasie de FM aparentes
de 41.200, 49.300, 60.000 y 66.300.

La composicidn de aminoacidos de las subunidades
aisladas se muestra en la Tabla 5. Se abservb que los 4
polipéptidos contienen un alto porcentaje de aminoacidos

hidrofbbicos, siendo el promedio para las 4 subunidades de 42,5

moles .



IV.2. RECONSTITUCION DEL RECEFTOR NICOTINICO EN LIPOSOMAS

IV.2.a Influjo de ®*Rb* v fi jacibn de !‘zallfa—BuTx al receptor

nicotinico incorporado en liposomas

El receptor purificado y reconstituido en liposomas
constituye un sistema adecuado para estudiar los distintos
aspectos de su funcionamiento ya que las propiedades de fijacidn
de ligandos y de permeacidn idnica pueden ser estudiadas en la
misma preparacibdbn, constituida por una proteina dnica en una
matriz lipldica de composicidn definida.

Se estudid la incorporacidbn a liposomas de asolectina
por el método de dildlisis de colato, del receptor de D, tschudii
extraldo de las membranas nativas y posteriormente purificado por
cromatografla de afinidad. La técnica de dialisis, descripta por
primera vez por Epstein y Racker (1278), se utiliza comunmente en

la reconstitucidn del receptor nicotinico de las especies del

J&nero Torpedo.

El receptor, tanto el extralido de membranas nativas de
la fraccidn B como el purificado por cromatografla de afinidad,
incorporado a liposomas presentd influjo de ®®Rb+* estimulado por
Carb, 10 que se muestra en la Tabla 6. Este resultado indica que
el receptor conservd 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 reaspuesta del receptor, y el mecanismo de accion de la
amantadina y del pentapéptido TpS sobre el receptor, se utilizaron
preparaciones de receptor reconstituido a partir de receptor
purificado, manteniendo constante la relacion L/F en 62.5 (p/p) vy

la concentracidn de asolectina en 15.7 mM.



El receptor purificado y reconstituido en liposomas
presentd una fijacidn especifica de [‘251]—G—BUTK que varid entre

2,30 y 7,88 nmoles/mg proteina, con una media * D.S. de 4,77 *

1,45 en 22 experimentos realizados con 12 preparaciones
di ferentes.

El influjo de ®®Rb* medido a 10 segundos y normalizado
para la misma masa de ®*Rb~* (3 ng), oscild entre 0,43 y 1,90
nmoles/nmol receptor en ausencia de Carb, vy 1,50 y 4,95
nmoles/nmol receptor en presencia de Carb. La respuesta promedio *
D.S. fue 1,74 * 0,79 nmoles/ nmol receptor en 12 experimentos
utilizando 7 preparaciones diferentes.

Dado que se ha aobservado que la congelacidon y
descongelacidn produce un aumento del tamaflo de vesiculas
conteniendo receptor nicottnico (Anholt y col., 1982), se
realizcaron experimentos tendientes a conocer el efecto de la
congelacidn 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 congelacidn y
descaongelacidbn antes de medir la respuesta del receptor a Carb. El
influjo de ®eRb* 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 vesiculas

conteniendo receptor se congelaron previamente.

IV.2.b. Deteccidn de los estados de afinidad para Carb del

receptor nicotinico reconstituido en liposomas

El efecto de los agonistas sobre la velocidad inicial de

fijacidn de «—BuTx es 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 fendmeno de desensibilizacidn (Weber y col.,
1975; Weiland y col., 1976; 1977 Quast y col., 1978; Weiland y
Taylor, 1979).

Las transiciones de afinidad para agonistas del receptor
reconstitulido en liposomas se estudiaron mediante experimentos de
competicidbn con [‘=°i]—a—BuTx.

En la Fig. 6 se muestra que la Carb produjo una mayor
inhibicibn de la velocidad inicial de fijacidn de ["BI]—a—BuTx al
receptor en condiciones de preincubacion que en condiciones de
coincubacidn. Los valores de las constantes de velocidad de
asociacidbn de segundo orden (kv) se muestranm en la Tabla 10
(control). Los valores de kv en presencia de Carb (coincubacidn)
fueron significativamente diferentes de los valores
correspondientes a la preincubacidn con dicha droga. Estos
resultados indican que el receptor de D. tschudii purificado y
reconstituido en vesiculas 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 [‘291}-
~-x-BuTx simultaneamente para medir la constante de baja afinidad
(K1). Para medir la constante de alta afinidad (kK=z), el receptor
se preincubb con Carb 10 uM durante 30 minutos para llevar el

receptor al estado desensibilizado.
La velocidad inicial relativa de fijacidn de

[‘251]—a—BuTx (k/kmanx) en funcitm del logaritmo de la

concentracidn de Carb, medida en un experimento puede verse en la



Fig. 2. Los valores de Ki y Kz calculados a partir de los
graficos mostrados fueron 6,4 x 10-2M y 4,7 3z 10 —oNM
respectivamente.

Se estudid, luego, en receptor reconstituido, el curso
temporal de las transiciones de afinidad inducidas por Carb. La
velocidad inicial relativa de fijacién de[‘zu] ~x—BuTx (k/Kman)
disminuyd a medida que aumentd el tiempo de preincubacidn con Carb
10 M, v el proceso de transicidin de afinidad inducido por Carb se

completd en aproximadamente 10 minutos (Fig. 7).

liposomas en presencia de agonistas (desensibilizacion)

La velocidad de desensibilizacidn del receptor
nicotinico se determind preincubando el receptor con Carb vy
midiendo el influjo ibnico luego de dicho tratamiento.

Mediante el ensayo manual de influjo de ®®Rb+* utilizado
en el presente trabajo se midid la etapa lenta de inactivacidn del
receptor, durante la cual se completa el fenbdmeno de
desensibilizacibn. Dicho fenbmeno se inicia con una etapa rapida
la cual ocurre entre 100 a F00 mseg desputs de agregado el
agonista y por lo tanto no es detectada en estos experimentos.

La velocidad de inactivacidn lenta aumentd con el
incremento en la concentracitn de Carb utilizada en la
preincubacidn (Fig. 3 y Tabla 8).

Se conoce que el CaZ®* aumenta la velocidad de
desensibilizacidn del receptor nicotinico. Esto fue observado
mediante mediciones electrofisiolbgicas en preparaciones
neuromuscul ares (Manthey, 1966; Magazanick y Vyskocil, 1970) y en

experimentos de flujo de *2Na* en fragmentos de membranas de T.



marmorata.

Se observd, también, que la velocidad de inactivacidn de
la respuesta idbnica del receptor purificado y reconstitulido en
liposomas aumentd en forma significativa en presencia de ClzCa 1
mM (Fig. 3 y Tabla 8). Estas observaciones sugieren que el
fendmeno de desensibilizacidn y su aceleracidn por Ca=* son
propiedades intrinsecas del receptor.

Los resul tados mostrados sugieren que el drgano
eléctrico de D, tschudii contiene un receptor colinérgico de tipo
nicotinico compuesto por cuatro tipo de subunidades. Dicho
receptor puede ser purificado por cromatografia de afinidad y
reconstituldo en liposomas de asolectina. El receptor
reconstitutdo conserva sus propiedades de fijacidn de ligandos y
de translocacidtn de iones, y manifiesta, ademas, cambios de

afinidad para Carb y el fenbmeno de desensibilizacién.
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IV.S EFECTO DE LA AMANTADINA SOBRE EL RECEFTOR NICOTINICO EN

MEMBRANAS RECONSTITUIDAS

Los bloqueantes no competitivos inhiben la respuesta del
receptor nicotinico uniéndose a un sitio diferente del sitio para
acetilcalina.

La amantadina es una droga con aplicacidn terapeditica vya
que inhibe las infecciones del virus de 1a influenza (Davies y
col., 1764) y mejora la sintomatologlia de l1a enfermedad de
Farkinson (Grelak y col., 19270). For otro lado, la amantadina
inhibe la transmisidm neuromuscular reduciendo la respuesta de la
membrana muscular a la acetilcolina (Nastuk y col., 19276),
habiéndose demostrado que se fija al receptor en un sitio distinto
del sitio de fijacidn para acetilcolina (Albuquerque y col.,

1978) .

Con el objetivo de conocer con mayor profundidad el
mecanismo de accidn de la amantadina sobre el receptor nicotinico,
se estudid el efecto de esta droga sobre las propiedades
funcionales del receptor reconstituido en liposomas.

El efecto de la preincubacibn de vesiculas conteniendo
receptor con los bloqueantes no competitivos amantadina y GM sobre
la fijacion de[‘zail—a—BuTx en equilibrio y sobre el influjo de
®eRb* inducido por Carb se muestra en la Tabla 2. La amantadina no
afectd la fijacidn de a—BuTx pero redujo el influjo de iones
estimul ado por Carb a las concentraciones estudiadas. A dichas
concentraciones, 107 M y 10" M, la amantadina blogquea la
transmisidn neuromuscular (Nastuk y col., 1976; Albuquerque y
col., 1978) e inhibe la fijacion de[’H]—perhidrohistrionicotoxina,
pero que no afecta la fijacion de[sH]—acetilcolina a fragmentos de

membranas de T. ocellata (Albuquerque y col., 1978).



La falta de efecto de la amantadina sobre la fijacidn de
x=BuTx se observd en cinco experimentos mas utilizando cuatro
preparaciones diferentes de proteoliposomas. En uno de los
experimentos, no se observd efecto con concentraciones de
amantadina entre 10-SM y 10— M.

En la Tabla 9 se muestra, ademas, que la GM tiene un
efecto diferente al de la amantadina sobre el receptor nicottnico,
ya que a una concentracibn de 10-°*M afectd el influjo de ®*Rb~*
estimul ado par Carb y la fijacion de [t=°f1-a—BuTx. En forma
coincidente con estos resultados, la amantadina no modifice 14
fijacibn de [‘291]—a—BuTx al receptor presente en las
preparaciones de membranas nativas, mientras gque la GM a una
concentracidon de 107* M inhibid dicha fijacidn (Tabla 2).

La inhibicidn del influjo de cationes inducido por Carb
fue mayor cuando las veslculas conteniendo receptor fueron
expuestas a @M que cuando 1o fueron a amantadina. El1 tiempo
empirico medio de llenado de las vesiculas calculado a partir del
grafico de efecto/efecto infinito en funcidn del tiempo de ensayo
(Fig. 4) fue 2,3 minutos para las vesiculas control, 4,3 minutos
para las vesliculas preincubadas con amantadinma y 13,6 minutos para
las vesiculas preincubadas con GM.

La mayor inhibici®n de la respuesta idnica del receptor
por GOM podria ser el resultado de un efecto aditivo, sobre la
fijacidn de «x-BuTx y sobre el influjo de ®*“Rb* inducido por Carb,
que la GM ejerce sobre el receptor, tal como aqui se describe y
como fue aobservado y por Kaldany y Karlin (1983).

Se estudio, luego, el efecto de la amantadina sobre la
velocidad de fijacidp de a~BuTx. La Fig. S5 muestra los resultados

de un experimento en el cual se midid la velocidad de fijacidn de
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[‘251]—Q—BUTK en presencia de amantadina (coincubacidn). Se observd
que la amantadina en concentraciones entre 10-4 M y 10" M no
modificd la velocidad de fijacidn de toxina. Los experimentos en
los cuales las membranas se preincubaron con amantadina utilizando
las mismas concentraciones dieron resultados similares. Las
constantes de velocidad de segundo orden (k+) npo difirieron en
forma significativa en membranas control y en membranas tratadas
(coincubadas y preincubadas) con amantadina (k+= 1,86 x 10®M—2
seqg~—?1),

La observacidn de que la amantadina no afectd la
fijacidn en equilibrio ni la velocidad de fijacién de[‘25q-
—x~BuTx, su3irid gque esta droga podria ejercer su accidn en un
sitio distinto del sitio de fijacien de agonistas: dicho sitio
podria estar localizado en el canal idnico o en otra parte de la
molécula de receptor o bien en la interfase lipido-proteina.

Con el objeto de obtener evidencias sobre el sitio de
accidn de la amantadina, se estudid el efecto de 1la misma sobre
las transiciones de afinidad inducidas por Carb y sobre el curso
temporal del proceso de desensibilizaciédn. Como se demostrd en la
primera parte del presente trabajo ambas propiedades se
manifiestan en el receptor nicotinico de D. tschudii reconstitulido
en liposomas.

El receptor reconstitulido en liposomas exhibid
transiciones de afinidad inducidas por Carb luego del tratamiento
con amantadina (Fig. 6). Las constantes de velocidad (kv) en los
tres casos (control, coincubacidn y preincubacidn con (Tabla 10).

En un experimento se incluyd el anestésico local vy
blogqueante no competitivo procaina (Tabla 10). La velocidad de

fijacion de a—-BuTx, en presencia de procaina, fue menor tanto en
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vesiculas control como en las tratadas con amantadina. Ademas, las
curvas de coincubacidn y preincubacidn con Carb fueron
coincidentes (Tabla 10), lo que indica que el receptor tratado con
procaina no exhibid transiciones de afinidad inducidas por Carb.

Se estudid, 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
fendmeno en presencia de amantadina (Fig. 7).

Las transiciones de afinidad se correlacionan con el
fendmeno de desensibilizacidn, por lo que los resultados qQque se
muestran en la Fig. 7 indican que la amantadina no ejerceria su
efecto inhibitorio promoviendo el establecimiento del estado
desensibilizado del receptor.

La Fig. 3 muestra que el ensayo de influjo de ®*Rb~*
inducido por Carb permitid evidenciar claramente el proceso de
desensibilizacidn de la respuesta del receptor. Se estudid,
entonces, el efecto de la amantadina sobre la velocidad de
inactivacidn de la respuesta del receptor.

La Fig. B muestra el resultado de un experimento en el
cual se midid el curso temporal de la inactivacidn de la respuesta
inducida por Carb en presencia y en ausencia de amantadina. Se
observd que el tratamiento de las membranas reconstituldas
conteniendo receptor con amantadina 10-4 M disminuye el tiempo
empirico medio de inactivacién, siendo de 79 segundos para las
membranas control y de 21 segundos para las membranas preincubadas
con amantadina. En otros dos experimentos realizados, el tiempo
empirico medio de inactivacidn en presencia de amantadina fue S5 %

y 80 % del valor correspondiente al control.



IV.4 RECONSTITUCION DEL RECEFTOR NICOTINICO FOR EL._METODO DE

PRECIFPITACION CON POLIETILENGLICOL

Como se explicd anteriormente la reconstitucién
involucra la separacidn del receptor de la membrana mediante el
empleo de un detergente y su insercibn ern una membrana artificial
de composicibn definida.

Un paso importante en los procedimientos de
reconstitucidn es la eliminacidn del detergente. La reduccidn de
la concentracidn de detergente por debajo de la concentracidn
micelar critica, permite la agregaciédn de los lipidos y de la
protelna en forma de bicapas lipldicas cerradas (vesiculas) con la
protelna incorporada a las mismas. Sblo una adecuada eliminacion
del detergente permite que la reconstitucidn resulte exitosa.

Varios métodos han sido utilizados para la eliminacién
del detergente en la reconstitucidn de la funcidn del receptor
nicotinico: dibdlisis (Epstein y Racker, 1978), dilucidn (Huganir y
col., 1979) y filtracidbn en geles (Huganir y Racker, 1982).

En la reconstitucidbn de otros sistemas receptores se ha
utilizado una técnica consistente en precipitar con FEG el
receptor previamente extraldo de la membrana e insertarlo
posteriormente en liposomas (Kremenetzy y Atlas, 1984; Aguilar y
Ochoa, 1986). Este método de reconstitucion tiene la ventaja,
sobre el método de dialisis, de permitir una eliminacidn mas
rapida del detergente.

Se estudid, entonces, la aplicacidn del metodo de
precipitacidn con PEG para reconstituir la funcidn del receptor

nicotinico del organo eléctrico de D. tschudii.

Se analizd en primer lugar la incorporaciédn del receptor

a los liposomas, ya que la misma constituye un requisito



indispensable para que el sistema reconstituido sea funcional.

Con tal fin se utilizd una columna de BRio-Gel-A-15 m.
Las muestras se incubaron con[!zﬂ I]—a—BuTx y se filtraron a
traves de la columna. La Fig. 2 muestra los perfiles de elucidn de
la columna de muestras reconstituidas por los métodos de didlisis
de colato y de precipitacion con FEG. Se observd que los sitios
que fijan["”l]—a—BuTx eluyen junto con los lilpidos (Fig. 9 A-E,
C-D) en ambos tipos de preparaciones. La elucidn conjunta de los
sitios que fijan x-BuTx y los lipidos constituye un buen criterio
de incorparacidbn del receptor a los liposomas., ya que las
vesiculas preparadas por el método de diilisis de colato sometidas
a congelacidn y fractura y observadas al microscopio electrdnico
muestran imAgenes del receptor incluido en la membrana (Lindstrom
y col., 19803 Popot y col., 19813 Anholt y col., 1982). Ademas
dichas veslculas exhiben patrones de migracidn en gradientes
continuos de sacarosa compatibles con la incorporacién del
receptor a las mismas (Ochoa y col., 1983).

Otro requisito que se debe cumplir cuando se
reconstituye un sistema de transporte de membrana es que las
moléculas de protetna se orienten correctamente en la bicapa
lipldica. En el caso del receptor nicotinico la orientacion
correcta es aquélla en la cual los sitios de fijacidn de
acetilcolina quedan expuestos hacia el exterior de las vestculas.

Para determinar el porcentaje de sitios expuestos, se
incubaron 100 pmoles de sitios con 200-250 pmoles de «-CTX no
radiactiva en TIB/BSA o con un volumen equivalente de TIB/BSA a
temperatura ambiente durante 60 minutos. Luego las vesiculas se
diluyeron con solucidn NMTico y se realizd un ensayo de fijacién

de[‘zal]—a—BuTx en la forma habitual. El porcentaje de sitios



expuestos se calculd de la siguiente manera:

sitios en presencia de x-CTX

-
|

% 100

sitios en ausencia de x-CTX

Se calculd que 89 % de los sitios que fijan[‘zgl]—a-BuTx
se orientan hacia el exterior de las vestculas preparadas por
precipitacidn con PEG (sitios totales: 4,08 * 0,13 pmoles; sitios
internos: 0,43 * 0,03 pmoles; media * D.S de tres
determinaciones). En las vesiculas preparadas por el método de
dialisis de colato el porcentaje de sitios expuestos fue 82 %
(sitios totales: 4,26 * 0,22 pmoles; sitios internos 0,76 * 0,05;
media * D.S de tres determinaciones). Estos resultados indican que
un alto porcentaje de las moléculas de receptor se orientaron
correctamente en la membrana mediante la técnica de precipitacidn
con PEG y que dicho porcentaje es comparable al que se obtiene por
el método de dialisis.

Con el objeto de determinar si se produce una pérdida de
sitios durante la reconstitucion del receptor por precipitacién
con FEG, se midio la fijacidn de["’l]—u—BuTx en las distintas
etapas del procedimiento. Una pé&rdida promedio del 54 % de los
sitios que fijan x—-BuTx se observd al utilizar este procedimiento
(Tabla 11).

Una vez comprobadas la incorporacidn y la correcta
orientacitn del receptor reconstituido en vesiculas por
precipitaci®bn con FEG, se estudiaron sus propiedades funcionales.
Se realizaron estudios de las transiciones de afinidad e influjo
de ®¢Rb* estimulado por Carb.

Los experimentos donde se midid la velocidad de fijacién

de[‘zal]-a—BuTx, ademas de permitir evaluar las transiciones de



afinidad del receptor, brindan evidencias sobre la correcta
orientacidn del receptor en la membrana, debido a que este ensayo
se realiza en un medio sin detergente y la toxina, cuyo peso
molecul ar es de aproximadamente B8.000, no puede penetrar en las
vealiculas. El valor de la constante de velocidad de segundo orden
(k+v) fue similar para el receptor reconstituldo por los métodoe de
precipitacidn con PEG y de dialisis (Tabla 12).

Se estudid luego la capacidad del receptor reconstituido
por el método de precipitacidn con FPEG de translocar iones. A
diferencia de las vesiculas preparadas por didlisis, el receptor
nicotinico presente en las muestras reconstitulidas por
precipitacidbn con FPEG no exhibid influjo de ®®Rb* estimulado por
Carb, como se muestra en la Tabla 12, En las vesiculas preparadas
por el método de didlisis la respuesta del receptor a Carb
correspondid a un 53 * 17 % (media * D.S. de 25 experimentos) del
influjo total (en presencia de Carb); en las vesiculas preparadas
por precipitacibn con PEG dicho porcentaje correspondid a sbdlo el
7,8 £+ 5,8 /% (media * D.S. de & experimentos).

Mas aan, las transiciones de afinidad, cuya
manifestacidn es una condicidn necesaria pero no suficiente para
el funcionamiento del receptor (Ochoa y col., 1987%), tampoco se
hicieron evidentes en las muestras reconstituidas por el método de
precipitacibn con FPEG (Tabla 12). Se observd que los valores de la
k+ bajo condiciones de coincubacibn y preincubacidn con Carb
resultaron similares.

E)l valor de la constante de baja afinidad por Carb (Ki)
no se modificd por el tratamiento con FEG (Tabla 12), indicando
que la ausencia de transiciones de afinidad y de influjo de ®erp+

no se deberla al establecimiento de un estado desensibilizado del



receptor.

Los resultados de los experimentos de filtracidn en
geles y de orientacidn del receptor en la membrana indicaron que
la ausencia de respuesta del receptor reconstituido por FEG no
puede explicarse por la falta de incorporacion del mismo a la
membrana o por un bajo porcentaje de sitios expuestos al agonista.

Se considerd, entonces, la posibilidad de qQue la
exposicidbn del receptor a Z7 °C fuera la causa de la inactivacidn
de la respuesta. Los resultados indican que esto no es ast. Se
observd que las membranas reconstituldas por di3lisis y sometidas
a 37 °C durante dos pertodos de 1,5 minutos, presentaron influjo
de ®*Rb+ estimulado por Carb (Carb +: 5,36 % 0,84 nmoles ®*Rb=*/
nmol receptor; Carb -: 2,89 % 0,14 nmoles ®®Rb*/ nmol receptor)
media * 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 como sustancias que inician y terminan la
polimerizacidn del &xido de etileno, productos oligoméricos de
FPEG, productos de descomposicion oxidativa del FEG tales como
aldehldos o &cidos, y antioxidantes. Estas impurezas presentes en
las preparaciones de PEG podrian ser las responsables de los
efectos mencionados en las preparaciones reconstitutldas.

ffara estudiar la posibilidad de que las impure:zas
presentes en las preparaciones de FEG interfieran con el correcto
funcionamiento del receptor, se purifice yna muestra de FEG
mediante extraccidn con éter etilico como fue descripto por Honda
y col. (1981), y se utilizo la preparacion purificada para la

reconstitucion.
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Se observd que el receptor incorporado a vesiculas
preparadas utilizando PEG purificado exhibi® transiciones de
afinidad (Tabla 12) e influjo de ®%Rb* estimulado por Carb (Tabla
14). Cuando las impurezas se agregaron a la preparacidn de PEG
purificado, la respuesta en las membranas reconstituidas fue menor
(Tabla 14).

Se intentd establecer las posibles causas de 1la falta de
influjo idnico estimulado por Carb en las preparaciones
reconstituldas por el método de precipitacidn con FEG.

Se estudid el efecto del FEG 25 % (concentracidbn a la
cual se expone el receptor durante el procedimiento de
reconstitucidn) sobre la fijacidn en equilibrio de[‘z" ﬂ—a—BuTx Y
sobre la actividad de la enzima ACE. El1 FEG no afectd la fijacién
de toxina a proteoliposomas preparados por la técnica de dildlisis,
ni la actividad de la enzima ACE de membranas nativas de organo
eléctrico (Tabla 15).

Estas observaciones, sumadas al hecho de que el FEG a la
concentracidn utilizada en el presente trabajo no interactua con
proteinas tales como la albdmina de suero bovino y la ribonucleasa
(Atha e Ingham, 1981), sugieren que la molécula de receptor

conserva su integridad luego del proaocedimiento de reconstitucion.

Se realizaron en el laboratorio experimentos tendientes
a conocer si el PEG o las impurezas presentes en las muestras de
FPEG perturban las moléculas de los lipldos adyacentes al receptor,
los cuales son mencionados aqul para facilitar la posterior
discusion de los resultados. El estudio del contenido de lipidos
polares y neutros en un extracto total de lipidos de vesiculas

preparadas por los métodos de dialisis y de precipitacidn con PEG



(purificado y no purificado) por cromatografia en capa delgada y
densitometria cuantitativa reveld que las vesiculas preparadas con
FEG no purificado mastraron una mancha mas densa a la altura de la

relacion de frentes (Re) correspondiente a los &cidos grasos

libres comparadas con las muestras preparadas por dialisis. No se
observaron diferencias a nivel de los ltpidos polares. El aumento
porcentual promedio de los &cidos grasos libres respecto del resto
de los lipidos, ésteres de esterol, triglicéridos, esteroles y
lipidos polares, fue de 62,51 * 8,61. Estos resultados indicaron
que las preparaciones de vesiculas reconstituldas por el método de
precipitacidon con PEG fueron mas ricas en acidos grasos libres que

las muestras preparadas por dialisis de colato.
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IV.S £ESTUDIOS DE LOS_EFECTOS DE LA TIMOFENTINA (TFS) SOEBRE EL

RECEFTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN LIFQSOMAS

Con el objeto de profundizar en el conocimiento del
funcionamiento del receptor, y mas especificamente de los factores
que modifican la desensibilizaclbn, se estudid el efecto del
pentapéptido timopentina sobre algunas propiedades funcionales del
receptor. Este péptido posee una estructura primaria que
corresponde a los aminoacidos 32 a 36 de la timopoyetina vy
corresponde al sitio activo de la hormona.

Tanto la hormona entera como el pentapéptido derivado de
ella, ademas de sus efectos inmunoldgicos, producen un bloqueo de
la transmisidn neuromuscular.

En primer lugar se estudid el efecto de la TpS sobre la
fijacidn en equilibrio de [‘zsi]—«—BuTx al receptor incorporado a
liposomas. A diferencia de la x-BuTx no radiactiva, la TpS no

inhibio la fijacidén de[‘zal]—q—BuTx a concentraciones de 107%M y

10"*M (Tabla 16). Mas adn, en un experimento se observd que la

TpS a una concentracidn de 10"*M no modificd la velocidad de

fijacidon de [‘zalj—q-BuTx ni las transiciones de afinidad
inducidas por Carb.

Si bien la TpS no afectd la fijacidn en equilibrio ni la
velocidad de fijacibdn de ('251]—a—8uTx, el pentapéptido modificd
el flujo ibnico inducido por Carb en un amplio rango de
concentraciones (Tabla 17).

Aunque la TpS redujo el influjo de ®“Rb* a las vesiculas
en presencia y en ausencia de Carb, el efecto inhibitorio de la
TpS gque se muestra en 1la Tabla 17, fue producido a expensas del
influjo inducido por Carb. En 5 experimentos realizados con TpS

107*M el porcentaje de reduccidn de los valores de influjo en



presencia y en ausencia de Carb fueron SS% y Z6% respectivamente.

El efecto inhibitorio de la TpS sobre la funcidon del
receptor reconstituido en liposomas podria deberse a una inducciodn
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 hipdtesie cobrd 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=z del ratdn y por ensayos bioquimicos en fragmentos
de membranas ricos en receptor purificados del organo eléctrico de
T. marmorata. Estos autores demostraron que la Tpo acelera la
velocidad de desensibilizacidn del receptor en presencia de Ca=Z~.

Teniendo en cuenta estas evidencias, se estudié el
efecto de la TpS saobre la velocidad de la etapa lenta de
inactivacidn del receptor reconstituido en liposomas. Las muestras
de proteoliposomas se preincubaron con Tp3 a concentraciones entre
10-*°M y 10-M. Se observd que la TpS acorta el tiempo empirico
medio de inactivacidn dnicamente a una concentracidn de 103
(Fig. 10). Los valores de tiempo empirico medio fueron 48,4
segundos para las membranas control y 22,8 segundos para las
membranas preincubadas con TpS.

Cuando los liposomas se prepararon en un medio
conteniendo ClzCa 1mM y la concentracidn de TpS fue 1074M, la
reduccion del tiempo empirico medio de inactivacidn fue mas
acentuada adn (Fig. 10): 24,6 segundos para las vesiculas control

y 93 segundos para las veslculas tratadas con TpS.
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FIJACION DE [““‘1] -x-BuTx, ACTIVIDAD DE ACE Y CONTENIDO DE
FROTEINAS EN MEMBRANAS NATIVAS DE D. tschudii

Fracciadn [‘ZBI]—a—BuTx fijada ACE Frotelna
(nmoles/myg) (pmoles ATC/mg.min) (mg)
A 0, 6% 18.7 69
B 1,65 ?.0 64
[ 1,06 24.9 100

Los resultados pertenecen a un experimento partiendo de 179 g de
tejido. Los valores corresponden a la media de 2 determinaciones.

Se realizaron un tota} de siete experimentos en los cuales la
cantidad de tejido original varié gptre SO y 290 g. En todos los

casos la fraccidn B presentd la mayor fijacidn especifica de
[‘za]l—a—BuTx.

-101-



TABLA

)

FIJACION DE [l'—'ﬂI] —x—BuTx A MEMERANAS NATIVAS DE D. tschudii EN

FFRESENCIA DE LIGANDOS NICOTINICOS

Muestra [’ZBI]—a—BuTx fijada

(pmoles / mg)

Control 130

x-CTX 4 x 10-7M 21 (84)
x=CTX 4 x 10-ep 2 (98)
Amantadina 10-SpM 135 (0)
Amantadina 104N 123 (0)
oM 10-SH 144 (0)
GM  10-—aMm 49 (62)

Membranas nativas de la fraccion B (proteina: 0,04 png/ml) fueron
incubadas durante 15 minutos a temperatura ambiente con las drogas
esperificadas vy luego se llevd a cabo un ensayo de fijacidn de
?281| —x-BuTx en equilibrio como se explicb en Materiales vy
Métodos. Los valores corresponden a la media de determinaciones
realizadas por duplicado. Entre paréntesis se expresa el
porcentaje de inhibicidn respecto del control.
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TABLA =

INFLUJO DE ®“Rb+ A MEMBRANAS NATIVAS DEL ORGANO ELECTRICO DE
Discopyge tschudii

Muestra Influjo de ®*Rb* (pmoles)
Carb~ Carb~ Efecto
Control S0,7 1,2 26,2 * 1,5 24,5

Preincubacion

Carb 1,20 x 10-3M 29,1 * 6,6 28,7 * 0,1 0,4
Freincubacidn
d-TC 6,25 :x 10-5M 25,4 * 8,4 16,0 = 1,5 7,4

Las muestras se incubaron durante 10 minutos a 0°C con Carb o d-TC
a las concentraciones especificadas o con Buffer A (control). El
influjo de ®¢Rb* se midid como fue explicado en Materiales vy
Métodos utilizando 0,15 mg protelina y 5,4 )iy ®°Rb*. Los ensayos se
realizaron a 30 segundos. Los resultados corresponden a un
experimento y se expresan como la media * D.S de tres
determinaciones.
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TABLA 4

EXTRACCION Y FURIFICACION DEL RECEFTOR NICOTINICO DE D. tschudii

Etapa de la [*==1] ~x-BuTx fijada Froteina ACE
purificaciodon nmoles % nmoles/mg mg % nmoles %
Membranas 101 100 0,30 3T6 100 10,0 100

Extracto colato

de sodio al 1% 57 S6 0,25 228 68 4,6 46
Receptor
purificado 10 10 4,20 2,F 0,7 0,3 2

Los resultados corresponden a un experimento a partir de 298 g de
tejido, de un total de 11 euxperimentos realizados. La Carb

utilizada para eluir el receptor de la columna se elimine de 1a
muestras por dibdlisis antes de realizar los ensayos de fijacion de

L:zﬂl -x-BuTx y de actividad de ACE. Toda la actividad de

olifesterasa de D, tschudii es de tipo especifico (e.g. EC:
J.1.1.7) (Ochoa,_TP O R a actividad se expresa en nmoles de

sitios cataliticos, asumiendo un PM de 80.000 por sitio catalitico
y 10 moles de ATC hidrolizados por minuto y por gramo de enzima
(McNamee y col., 1973).
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TABLA

|43}

COMFOSICION EN AMINOACIDOS DE LAS SURUMNIDADES DE RECEFTOR

NICOTINICO DE D. tschudii
Moles %

Aminodcido o 3 T &
Asx 10,6 11,4 12,5 13,6
Thr 6,7 6,5 6,0 S.4
Ser 7,9 7.6 S.3 S,6
61x 11,0 11,5 11,4 7.8
Pro 5.3 6.4 6,9 6,5
Gly 6,0 4,6 5.3 5,2
Ala 4.4 S,2 S,1 S,1
Cys 0,9 0,9 1.2 1,0
Val 7,4 7.1 6,0 6,6
Met 2,8 1,9 1,6 2,0
Ile 7.8 5,9 7,0 7,3
Leu 8,0 9,8 10,6 10,0
Tyr 3.4 3.7 3,8 4,1
Phe 4,0 4,3 4,7 S,.1
Trp 1,4 1.4 1.3 1,4
Lys 6,8 7,1 6.5 S,%
His 3.2 2.2 1.8 2,5
Arg 2.9 4.4 4,7 5,0

Los resul tados corresponden a los valores promedio de cinco
determinaciones.



TAELA &6

RECONSTITUCION DE LA ACTIVIDAD DEL RECEFTOR NICOTINICO EN

LIFOSOMAS
Fuente de material Influjo de ®2Rb* (cpm x 10—
Carb + Carb - Efecto
Receptor extraldo de
membranas (fraccien BR) 8,80 % 0,70 2,74 * 0,19 6,46
Receptor purificado 6,95 * 0,57 5,13 * 0,79 1,82

Los resultados corresponden a la media * D.S de determinaciones
realizadas por triplicado. Los ensayos se realizaron a 30

segundos. La relacidon 1ipido/proteina (L/P) fue 30 para el
material extraldo de la fraccidn B de membranas y 150 para el

material purificado. La concentracidn de lipido fue ZZ mM en ambos
casos.
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TARLA 7

EFECTO DE LA CONGELACION Y DESCONGELACION SOEBRE £L. INFLUJO DE

®¢Rb* ESTIMULADO FOR CARE Y EN EL VOLUMEN INTERNO DE LAS MEMERANAS

RECONSTITUIDAS CONTENIENDO RECEFTOR NICOTINICO

Influjo de ®*Rb* (cpm x 10—=) VYolumen interno
Vesicul as Carb+ Carb-~— Efecto (nl/pmol lipido)
Na congeladas 6,92 * 1,6 S,0 * 0,1 1,9 634 * 36
Congel adas 21,0 + 0,8 12,9 + 0,5 8.1 894 *+ i

£l influjo de ®Rb* esgtimulado por Carb y el volumen interno de
las vesiculas se midid como se explicd en Materiales y Métodos en
membranas no congeladas y en membranas congeladas a =70 °C vy
descongeladas a 0 °C. Los resultados corresponden a la media * D.S
de tres determinaciones. El influjo de ®&Rp+ ge midid a 3IO
segundos.
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TapLa 8
INACTIVACION DE LA RESFUESTA DEILL RECEFTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO

EN LIFOSOMAS

Freincubacion Tiempo empirico medio de inactivacidn
(sey)
Carb S uMm 50,2 * 13,1 (n=7)
Carb 10 M 25,5 % 11,4 (n=4)x

Carb S uM + Cl=2Ca 1 mM 2,2+ 3,3 (n=3) KK

Los valores del tiempo empirico medio de inactivacidn se
calcularon a partir de graficar el logaritmo de la respuesta en
funcidn del tiempo de preincubacidn con Carb y corresponden al
tiempo al cual la respuesta se redujo a la mitad del wvalor
inicial. Los resultados se expresan como la media * D.S de
experimentos cuyo nlmero se indica entre paréntesis. La
significacidbn de las diferencias entre los promedios se determind
por el test "t" de Student.

X 0,01<p<0,02 y XX 0,001<p< 0,01 con respecto al valor en presencia
de Carb 5 uM.
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TAELA 9
LOS EFECTOS DE PREINCUBAR VESICULAS CONTENIENDO RECEFTOR
NICOTINICO CON AMANTADINA Y OM SOBRE LA FIJACION DE ['“1] —x—BuTx

Y EN EL INFLUJO DE ®egb+ ESTIMULADO POR CARE

x—BuTx unida Influjo de ®oRpH~+
Incubaciones Carb~+ Carb-— Efecto
Control 6,50+0,89 8,72+2,85 3,99%0,58 4,73
Amantadina
10 M 6,45120.99(0,8) S5,.350,43(39) 2,2420,3B(19) 2,11(5%)
Amantadina
10+ M 6,36*1,18(2) S,16*1,53(41) 3,7320,60 (&) 1,43(70)
Control b6,27%x0,43 S5,1720,19 1,25+0,07 3,92

aM 102 M 6,35+0,38 (D) 4,2620,41(16) 1,3620,03(0) 3Z,00(23)

aMm 10-2 M 3, 380,01 (46) 1,69+%0,13(67) 1,29%0,05(0) 0,40(20)

Las membr anas se incubaron con amantadina o GM a las
concentraciones especificadas a 0 °C durante., 20 minutos. La
fijacion de toxina se expresa en nmoles | *28|(I-x—BuTx unidos/mg
protelna y el influjo de ®*Rb* en nmoles/rnmol receptor. Los

ensayos de influjo se hicieron a 30 segundos. Entre parentesis se
indican los porcentajes de inhibicibn respecto de 1los valores
control. Los resultados corresponden a la media * D.S. de tres
determinaciones.
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ABLA 10

EL EFECTO DE LA AMANTADINA Y LA FPROCAINA SOERRE LAS TRANSICIONES

DE AFINIDAD INDUCIDAS FOR CARE

Tratamiento kv (M~ geg=1) x 10®
CONTROL

Control 2,10 £ 0,13 (n=4)

Coincubacibn 1,28 £ 0,321 (n=4)

Preincubacibdn 0,68 * 0,75 (n=4)
AMANTADINA 10-4 M

Control 2,14 * 0,30 (n=4)

Coincubaciodn 1,28 + 0,27 (n=4)

Preincubacion 0,96 * 0,36 (n=4)
PROCAINA 10-4 M

Control 1,70 (n=1)

Coincubaciodon 0,91 (n=1)

Preincubacioén 1,03 (n=1)

Las constantes de velocidad de sequndo orden (k+) se calcularon a
partir de experimentos similares al que se muestra.en la Fig. 6,
en los cuales se midid la velocidad de fijacidn de| *Z®]| -x—BuTx a
0,9, 1, 1,59 vy 2 wminutos para minimizar los efectos de la
desensibilizacidn. Los valores corresponden la media * D.S. de n
experimentos. La significacidn de 1las diferencias entre los
promedios de las kv para coincubacidn y preincubacidn se determind
por el test "t" de Student.

0,05<p<0,02 vy 0,2¢p<0,Z para el control y para amantadina 10—“M
respectivamente.
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TARLA 11
FULJACION DE["’I]—G—BUTH EN LAS DISTINTAS ETAFAS DE LA
FRECOMSTITUCION DEL RECEFTOR NICOTIMICO FOR EL METODO DE

FRECIFITACION CON FEG

Etapa de la reconstituciodon [‘ZB(j—a—EuTx fijada

(nmoles totales)

Receptor purificado .27 £ 0,2

Receptor + asolectina + colato 2% 3.87 £ 0,19

Receptor + asolectina + colato 2% + PEG 2,74 * 0,08
Sobrenadante 1,06 £ 0,04

12 centrifugacidn

(80,000 % g, 60 min.) |Sedimento 1,72 2 0,12
Sobrenadante 0,01 £ 0,01

29 centrifugjacidn

(100,000 %x g, 30 min.)|Sedimento 2,01 * 0,78

Los resultados corresponden a un experimento de un total de S
realizados. Los valores indican los nmoles de sitios totales en

cada fraccidbn y se expresan como la media * D.S. de 3
determinaciones. El porcentaje de sitios recuperados fue 61 7%,

34 %y, 71 4, S22 %4, y B3 7 en las preparaciones realizadas.
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JABLA 12

PROPIEDADES DE FIJACION DE LIGANDOS DEL RECEFPTOR NICOTINICO

RECONSTITUIDO FOR DIALISIS DE COLATO Y FOR FRECIFITACION CON FEG

Constantes de disociacidn kr (M~2x seg—?) x 10°

para Carb M)

Veslicul as Ka K= Er mean kr co kT pre
Dialisis 2,58x10-% 3,510 1,40+0,41 1,020,335 0,48%*0,33
(n=3)
FEG 2.,80x10—%% n.d* 1,4820,45 0,53+0,3% 0,7320,30
2.7k 10-e (n=6)
PEG
purificado n.d. n.d. 1.78 0,55 0,1
(n=1)

Entre paréntesis se expresa el ndmero de experimentos realizados
por duplicado.

n.d.= no determinado; n.d®.= no determinado debido a que los
valores de kv co ¥y kv pre fueron similares.
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IaBLA 13
FLUJO IONICO DE VESICULAS CONTENIENDO RECEFTOR NICOTINICO
FREFARADAS FOR LOS METODOS DE DIALISIS DE COLATO Y DE

FRECIFITACION CON FEG

Influjo Vol. equilibrio

(nmoles ®4Rb*/nmol receptor) (nl/pmol 1lipido)
Vesiculas Carb~ Carb~— Efecto
Dildlisis 4,36 £ 0,46 1,39 % 0,15 2,97 0,76 = 0,11
FPEG 10,49 * 1,40 10,09 * 1,10 0,40 2,84 * 0,12
Los resul tados se expresan como la media * D.S de 3
determinaciones. El porcentaje promedio de la respuesta
(CPMccarn+> — CpMccarnv—>) respecto del influjo total (cpmccaro<+>)

fue 7,8 £ 5,8 (n=6) y S3 * 17 (n=25) para vestculas reconstituidas
por los métodos de precipitaciotn con PEG y de dialisis de colato
respectivamente
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TABLA 14
INFLUJO DE ®“Rb+ A MEMERANAS RECONSTITUIDAS FOR EL METODO DE

FPRECIPITACION FOR FEG UTILIZANDO FEG FURIFICADO

Influjo de ®“Rb* (nmoles/nmol receptor)

Veslicul as Carb~ Carb-— Efecto

PEG purificado 8, 795

1+

1,22 6,49 * 0,22 2,46 (27)

FEG purificadotimpurezas 8,921 * 0,68 7,84 * 1,25 1,07 (12
Los ensayos se realizaron a IO segundos. Los resultados se

expresan como la media * D.S. de 2 determinaciones. Los valores
indicados entre paréntesis se calcularon como fue explicado en l1la
Tabla 13.
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TABLA 15
EFECTO DEL PEG SOBRE LA FIJACION DE[‘zU q—u—BuTx A MEMEBRANAS

RECONSTITUIDAS Y SOBRE LA ACTIVIDAD ACE EN MEMBRANAS NATIVAS

Muestra [‘zs j—a—BuTx fijada ACE

(nmoles/mqg) (pmoles/min.mqg)
Control 2,61 + 0,21 1,49 * 0,15
FEG 25 % 2,20 * 0,09 (84) 1,54 * 0,14
PEG 2,5 % 2,67 £ 0,21 (102) n.d.

La fijacion deL“B g—a—BuTx se midid en membranas reconstituidas
por el método de didlisis. Las muestras se incubaron durante 15
minutos a O °C con FPEG (concentracion final 25 %Z vy 2,5 %

respectivamente) o con un volumen equivalente de solucién A. Luego
se midid la fijacién de [r=° {}a—BuTx en equilibrio en la forma

habitual.

La actividad de ACE se midid en membranas nativas incubadas
previamente con PEG al SO % (concentracidn final 25 %) durante 15
minutos a O °C.

Los resuvltados se expresan como la media #* D.S. de Z
determinaciones. Entre paréntesis se expresan los porcentajes
respecto del control. n.d.= no determinado.
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TABLA 16
EL EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOBRE LA FIJACION EN EQUILIBRIQO DE

[‘251]—a—BuTK AL RECEPTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN LIFOSOMAS

[‘251]—a—BuTx fijada

(nmoles/mgy prot.)

EXFERIMENTO A

Control 6,42 * 0,80

TpS 10-M 7,18 * 0,87 ()
x—BuTx 4 x 10-eM 0,3 % Q,07 (95)
EXPERIMENTO B

Control 5,42 + 0,17

TpS 10—-°M 4,54 * 0,19 (16)
TpS 10-4M 4,62 * 0,48 (15)

En el experimento A, las membranas se preincubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente con TpS o con «-BuTx no radiactiva a las
oncentraciones especificadas. Luego se midio la fijacidn de
t@81| -x-BuTx en equilibrio, manteniendo constantes las
concentraciones de uno y otro polipeptido durante todo el ensayo.
En el experimento B las membiranas se coincubaron con Tp3d vy

1=8]| —x—-BuTx. El control se refiere a membranas no tratadas con
pP3 x—BuT: no radiactiva. Los resultados corresponden al

promedio * D.S.de tres determinaciones. Entre paréntesis se
indican los porcentajes de inhibicidn respecto del control. El
experimento A se repitid 2 veces en 2 preparaciones diferentes de
membranas obtenié&ndose resultados similares. El experimento B se
repitid 2 veces en la misma preparacidn no observandose inhibicidn
de la fijacidn de toxina por TpS.
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TABLA 17
EL EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOBRE EL INFLUJO DE ©erb+ INDUCIDO FOR

CARB A VESICULAS CONTENIENDO RECEPTOR NICOTINICO

Incubaciones Respuesta

(nmoles ®°Rb<*/nmol receptor)

Control Z.83 1,82

TpS 10-1°opM 1,08 £ 0,34 (72)
TpS 10-=M 0,87 * 0,35 (77)
TpS 10-eM 0,27 * 0,20 (93
TpS 10-4pM 0,55 * 0,24 (86)

TpS fue incluldo en la mezcla de reaccidn a las concentraciones

finales especificadas. El influjo de ®erb* .o qmidid a 30 segundos
y las determinaciones se hicieron por triplicado. Los resul tados

corresponden al promedio * D.S. de la diferencia. Entre paréntesis
se indican los porcentajes de inhibicitn respecto del control. Los
resultados de TpS 10-*M fueron obtenidos en 9 experimentos
utilizando 3 preparaciones diferentes de vesiculas y los
resultados correspondientes a TpS 10-1°M, 10-9M y 10-M fueron
obtenidos en 2 experimentos utilizando 2 preparaciones diferentea.
Resultados similares se obtuvieron en I experimentos en los cuales
las veslculas conteniendo receptor se preincubaron con TpS durante
1 hora a temperatura ambiente.
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FIGURA 1
ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA EN FRESENCIA DE SDS DEL

RECEFTOR NICOTINICO DE D. tschudii FURIFICADO FOR CROMATOGRAFIA DE

AFINIDAD

60,000 49,500
66,300 1 |,«41,200

"

As550 nm

El experimento se realiz® como se explicd en Materiales y Métodos.

Se muestra el resultado de una corrida electroforética y el
trazado densitométrico (absorbancia a S50 nm) del gel.
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IGURA 2

INHIRICION DE LA VELOCIDAD INICIAL RELATIVA DE FIJACION DE

[’ZBIJ—Q—BuTx AL RECEFTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN LIFOSOMAS FOR
CARE

1 -
x
)
=
x

~ 0.51
<

| ® ®

8 07 6 -5
log[carb] M

(membranas no preincubadas con Carb).

( ) Estado de baja afinidad
(membranas preincubadas con Carb 10

( ) Estado de alta afinidad

KM) .
La concentracidn final de sitios y
nM respectivamente. La velocidad de fijaci
2 minutos para minimizar los efectos de la desensibilizacien o de
la recuperacidn de la misma. Los valores representan la media de

dos determinaciones.

de [‘zaé]—a—BuTx fue S nM y IO
N de toxina se midid a
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FIGURA 3
CURSO TEMFORAL DE LA INACTIVACION DE LA RESFUESTA DEL RECEFTOR

NICOTINICO RECONSTITUIDO EN L IFOSOMAS

1009 A
\A

Efecto %

: g

30 . 60
Tiempo de preincubacion con carb(seg)

asolectina conteniendo receptor fueron
preincubadas con Carb 1 puM (A); S uM (H); 10 uM (@) y S puM en
presencia de Cl=zCa 1 mM ([J) por los tiempos especificados y luego
se midid el influjo de ®¢Rb* estimulado por Carb 1 mM a 10
segundos. En los experimentos en presencia de calcio, la solucion
empleada en la reconstitucidn del receptor y en los ensayos fue

solucidn A sin EDTA y suplementada con Cl=zCa 1 mM.
Cada punto representa la media de dos determinaciones.

Las vesiculas de
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FIGURA 4
LOS EFECTOS DE FREINCUBAR LIPOSOMAS CONTENIENDO RECEFTOR

NICOTINICO CON AMANTADINA Y GM SOBRE EL INFLUJO IONICO ESTIMULADO

FOR CARE

Efecto/Efecto,
o
0N
\

A I 1 A J

2 4 6 8 10
Tiempo de influjo (min)

Las membranas conteniendo receptor se incubaron con solucidn A ( )
amantadina 10"°* M (A) o GM 10-% M (M) durante 20 minutos a
0°C, y luego se midid el influjo de ®®Rb* por 1los tiempos
especificados. Los resultados se expresan como efecto/efecto- en
funcidn del tiempo de influjo. El efecto- se refiere al influjo de

®“Rb medido a las 48 horas, cuando el isbtopo se ha equilibrado
entre el interior y el exterior de las vesiculas. Cada punto

representa la media de dos determinaciones.
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FIGURA 5
EL EFECTO DE COINCUBAR EL RECEFTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN

LIFOSOMAS CON AMANTADINA SOERE LA VELOCIDAD DE FIJACION DE

[’ZQIJ-G—BUTK

‘OT
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* A
(e N .
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< O
= s
(B A
: 8
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(o] 1 J
(o] 1 2

tiempo (min)

La reaccidn se llevd a cabo en ausencia (Control.0) o en presencia

de amantadina 10-e M ([J), 1072 M (4A) 10—+ M (O ). Los
resultados corresponden a la media de determinaciones realizadas

por duplicado. Resultados similares se obtuvieron en experimentos
en los cuales las membranas se preincubaron con amantadina a las

mismas concentraciones durante 20 miputos_a 0°C y posteriormente

se midid la velocidad de fijacion def*zsl]—a~BuTx.



FIGURA &
EL EFECTO DE FREINCUBAR RECEFTOR NICOTINICO RECONSTITUIDO EN
LIFOSOMAS CON AMANTADINA SOBRE LAS TRANSICIONES DE AFINIDAD

INDUCIDAS FOR CARE
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Las veslculas conteniendo receptor incorporado se incubaron con
solucion A (a) o con amantadina 102 M (b) durante 20 minutos a
0°C. Luego de la preincubacidn las membranas se coincubaron con
solucidn A (A,A’) o Carb 10 M (B,B’) o se preincubaron con Carb

10 puM durante 30 minutos a O °C (C,C’) y posteriormente se midio
la velocidad de fijacion de[?251|-a~BuTx.




FIGURA 7
EL EFECTO DE LA AMANTADINA SOEBRE EL CURSO TEMFORAL DE LAS

TRANSICIONES DE AFINIDAD INDUCIDAS FOR CARE

Velocidad inicial relativa (x/x max)
g
1

6 2
Tiempo de preincubacién con Carb (min)

Se midid la velocidad de fijacien de gnzal -x—BuTx en presencia de
Carb 10 puM (coincubacidon) y luego de preintubar el receptor con
Carb 10 puM por los tiempos especificados. Las curvas de velocidad
inicial se ajustaron por regresidn lineal y se graficd la relaciodn
pendiente/pendiente max. (que es equivalente a k/kmax (Walker y
col., 1981 a) en funcidn del tiempo de preincubacidn con Carb. El
valor de pendiente maxima correspondid a la pendiente de la curva
de coincubacidn (tiempo de preincubacidn cero). Membranas control
(@ ). Membranas preincubadas con amantadina 10-* M durante 20
minutos a O °C (A ). Los valores corresponden a la media de
determinaciones realizadas por duplicado.




FIGURA 8

CURSO TEMFORAL DE LA INACTIVACION DE LA RESFUESTA DEL RECEFTOR

NICOTINICO EN FRESENCIA Y AUSENCIA DE AMANTADINA
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Las membranas, preincubadas con solucieon 5 (@) o con amantadina
10=* M (QO) durante 15 minutos a 0 °C, se expusieron a Carb 5 uM
por los tiempos especificados y luego se midid el influjo de ®®Rb~*
en presencia de Carb 1 mM. Los coeficientes de correlacion y las
pendientes fueron 0,20 y -0,008 para el control y 0,95 y -0,014
para las membranas tratadas con amantadina.




FIGURA 9
INCORFORACION DEL RECEFTOR NICOTINICO A LIFOSOMAS PREFARADOS FOR

LOS METODOS DE DIALISIS DE COLATO Y DE FRECIFITACION CON FEG
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Las filtraciones se realizaron a traveés de una columna de
Bio-Gel-A-15m. Las muestras de liposomas cagnteniendo S-6 w3 de
receptor se incubaron con 16 pmoles del| *2® I-x-BuTx durante 45
minutos a temperatura ambiente y luego‘“se pasaron a través de la
columna, como se explicd en Materiales y Métodos. La muestra de
toxina (F) contenia 8 pmoles dei‘zB IFx—RBuTx.

A-B proteoliposomas preparados por el” m&todo de precipitacidn con
FEG.

C-D proteoliposomas preparados por el método de dialisis de
colato.

E receptor purificade en colato de sodioc 1 %.

F[ﬁzs j—a—BuTx
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FIGURA 10
EFECTO DE LA TIMOPENTINA SOEBRE LA VELOCIDAD DE INACTIVACION DEL

INFLUJO DE ®*Rb* ESTIMULADO FOR CARE
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w
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Las veslculas se prepararon en solucidn A o solucidn A + Cl=Ca 1
mM sin EDTA (trazos continuos y punteados respectivamente). La

velocidad de inactivacidbn se midid en ausencia (simbolos negros) vy
en presencia (simbolos blancos) de TpS como se explicd en
Materiales y Métondos. Las concentraciones de TpS fueron 107=M (A )
para el experimento sin Caz2* y 10-*M () para el experimento en
presencia de CaZ*, |as rectas se ajustaron por regresidbn lineal
considerando los valores por triplicado. Los puntos representadaos
corresponden al promedio de 3 determinaciones. Los coeficientes de
correlacion fueron mayores de 0,80 en todos los casos.
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DISCUSION

V.1. CARACTERIZACION DEL RECEFTOR NICOTINICO DEL ORGANO ELECTRICO

DE Discopyae tschudii

El érgano eléctrico de D. tschudii presenta
caracteristicas similares al de otras especies de rayas eléctricas
en cuanto a ubicacidn anatdmica y estructura macroscdpica.

Los estudios de microscoplia electrdnica de transmision
(Iraldi y col., 1984; Mendez y col., 1984) han revelado que 1la
ultraestructura del &rgano eléctrico de D. tschudii es similar a
la descripta en especies del género JTorpedo (Sheridan, 1965).

La existencia de marcadores altamente especificos del
receptor nicotinico, como lo son las toxinas curaremiméticas, han
permitido la localizacidn, purificacidn y caracterizacidn de este
receptaor. En efecto, la x-BuTx y otras toxinas de serpientes se
unen en forma especifica y casi irreversible al receptor
nicotinico del misculo esquelético de vertebrados (referencias en
Lee, 197%9) y del organo eléctrico de peces (Changeuw: y col., 192703
Miledi y col., 1971).

Se han descripto varios métodos para la preparacidn de
fragmentos de membranas ricos en receptor nicotinico de &rgano
eléctrico de especies del gé&nero Torpedo. Ern todos ellos la
separacidn de dichos fragmentos es el resultado de la alta
densidad de las membranas que contienen receptor (1,18 g/ml)
comparada con la densidad promedio de las membranas de la

electroplaca (1,14 3/ml) (Hartig y Raftery, 1979).



El primer paso en el estudio del receptor nicotinico del
4rgano eléctrico de D, tschudii consistid en la aplicacidn de una
técnica de fraccionamiento, empleando centrifugaciones a baja y
alta velocidad, y en 3Jradientes de sacarcsa, para la preparacidn
de fracciones de membranas del mencionado tejido parcialmente
purificadas.

La mayor +ijacidn de[‘za] -x—BuTx y la menor actividad
de ACE observadas en la fraccidn media de los gradientes de
sacarosa (fraccidn B) comparados con las fracciones superior (A) e
inferior (C) indica que se puede obtener una fraccidn de membranas
enriquecida en receptor nicotinico del 6rgano eléctrico de D.
tschudii. La fijacidon de a-BuTx a la fraccidon B de membranas fue
bloqueada por el tratamiento previo de las mismas con x-CTX no
radiactiva 1o que indica la especificidad de la unidn de la a—-BuTx
a dichas membranas. La paosibilidad de abtener una fraccidn de
membranas enriquecida en receptor resulta importante para realizar
estudios bioquimicos y bioflsicos del mismo en su membrana nativa.

La funcidn del receptor nicotinico es traducir la unidn
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 aconistas. Este dltimo fendmeno se denomina

desensibilizacidn.

El receptor en la fraccidn B de membranas, exhibid
influjo de ®®Rb* estimulado por Carb. La respuesta fue bloqueada
por d-TC y se desensibilizd por incubacidn previa de las membranas
con Carb. Esto muestra que el receptor presente en las membranas
del organo electrico de D. tschudii manifiesta funciones

caracteristicas del receptor nicotinico.
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Con el objeto de su purificacidn y reconstitucidn en
membranas artificiales, el receptor fue extraldo de la membrana
mediante el empleo del deternpente idnico colato de sodio pues
dicho detergente preserva tanto sus propiedades de fijacidn de
ligandos como de permeabilidad idnica (McNamee v col., 1%986).

El material extraldo y purificado por cromatografia de
afinidad presentd un aumento de la fijacidn especlfica de
[‘ZEI]~a—BuTx de 10 a 20 veces con respecto a las membranas
nativas, 1o cual demuestra la eficacia del métodeo de purificacidn
utilizado.

l_os valores de +ijacidn especlfica (exupresada en nmoles
de x-BuTx/ m3y proteina) en el material purificado del organo
eléctrico de D. tschudii resultaron menores que los informados
para el receptor nicotinico purificado de otras fuentes. los que
oscilan entre 6 v 12 nmoles de sitios/ m3y de proteina. Fara el
receptor purificado del organo eléctrico de T. californica la
fijacidn de toxina medida por un ensayo de filtracidn en geles ec
de 8 nmoles/mg proteina (McNamee y col., 1979), valor coherente
con la existencia de dos sitios por mondbmero de receptor. Valores
de fijacidn de «-BuTx comparables a los observados en el presente
trabajo fueron informados en muestras de receptor purificado de T.
californica conteniendo asolectina (Ochoa y col., 1983).

Dado que las lipidos con carga neta negativa se unen al
grupo funcional dietilaminoetil (DEAE) (Lindstrom y col., 1980),
la interaccidon de los 1ipidos de la asolectina con los filtros
DEAE puede explicar los menores valores de fijacidn de «—BuTx
aobtenidos. Las preparaciones de[‘zall—a—BuTx pueden diferir en
cuanto a los procedimientos de obtencidn, purificacidn y marcacidn

radiactiva de la toxina, lo cual puede resultar en diferentes
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propiedades de fijacibn de la misma al receptor y en consecuencia
en una variacibdbn de la fijacidn especifica del receptor purificado
informada por los distintos laboratorios. La utilizacidn de un
ensayo de filtracibn a través de filtros de papel para separar el
complejo toxina-receptor de la toxina libre puede también
cantribuir a la baja actividad especifica. En tal sentido. Karlin
(1980) sefMald que al utilizar filtros se supone que toda la
proteina queda retenida en los mismos 1o que en realidad no ocurre
y conduce a subestimar l1os valores de fijacidn especifica. Los
ensayos en los cuales la separacidn se hace por centrifugacidbn o a
través de columnas permiten medir la cantidad de proteina en cada
muestra lograndose as! una valoracidn directa de la actividad
especifica.

La presencia de proteinas contaminantes en el material
eluldo de la columna de afinidad como causante de la menor
actividad especifica resulta poco probable debido a que el
analisis por electroforesis en geles de poliacrilamida de dicho
material sdlo reveld la presencia de las cuatro bandas
caracteristicas del receptor nicotinico. En tal sentido. Lindstrom
y cal. (1980) consideran que el analisis en geles de
poliacrilamida es un indice de pureza del receptor mas confiable
que la fijacién de toxina. La presencia de cuatro bandas de 41,2,
49,5, 60,0 y 66,.3F Kdaltons en el material purificado del argano
eléctrico de D. tschudii revela una gran similitud con el receptor
de T. californica el cual estd compuesto por cuatro tipos de

subunidades de 39, 48, 98 y 44 kdaltons (Weill y col., 1974).

Otras especies pertenecientes a los géneros Torpedo y Narcine

presentan un patrdén similar de subunidades (ver Tabla 2 en farlin,

1980).



Los experimentos de purificacidn mostraron. ademas, que
se puede extraer, en promedio, 3,5 m3j de receptor puro a partir de
100 g de tejido de &rgano eléctrico eléctrico de D. tschudii. Los
mayores rendimientos (7,4 m3 de receptor puro) se aobtuvieron con

-columnas de afinidad recientemente preparadas y se asemejan a los
informados (S a B mg/100 g de tejido) para el receptor del &rgano
eléctrico de T. californica (Ochoa y col. ((1983) .

El estudio de la composicidn de aminodcidos del receptor
nicotinico purificado del &rgano eléctrico de D. tschudii mostrd
que las subunidades que 1o conforman poseen un contenido
relativamente elevado de aminodcidos hidrofdbicos. Esta
composicidn aminoaclidica es similar a 1a informada por Lindstrom y
col. (1979) y Vandlen y col. (1979) para el receptor del &rgano
eléctrico de T, californica.

El analisis por electrofaresis en geles de
poliacrilamida, en presencia de SDS, del material purificado
constituye, ademas, una prueba de la integridad de la molécula de
receptaor luego de su purificacidn ya que la degradacidn por
enzimas proteolliticas del receptor tiene minimos efectos sobre las
propiedades de unidn de ligandos al receptor y por lo tanto no es
evidenciable por los ensayos de fijacidn de oa—-BuTx (McNamee y
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
reconstituldas. Estas propiedades, como se discutira en la
siguiente seccidn, fueron manifestadas por el receptor nicotinico

extralido del érgano eléctrico de D. tschudii, purificado y

reconstituldo en vesiculas lipidicas.
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V.2 RECONSTITUCION DEL RECEFTOR NICOTINICO EN LIFOSOMAS

Los estudios de influjo de ®*rRb* estimulado por Carb
demuestran que el receptor incorporado a liposomas conserva su
capacidad de translocar iones en respuesta al aconista, e indican,
ademas, que una fraccidn significativa de las molécul as del
receptor se ubica con los sitios de fijacidn de agonistas
orientados hacia la superficie externa de las vesiculas. lLos
experimentos de orientaci®n de sitios realizados en el presente
trabajo demuestran, que en efecto, un 80 7 de los sitios que fijan
x~BuTx en las muestras reconstituldas se orientan hacia el
exterior de las vesiculas. Estos resultados corroboran los
informados por otros autores para muestras recaonstituldas de
receptor nicotinico de T. californica (Lindstrom y cel., 1980;
Anholt y col., 1981). Anholt y col. (1981) demostraron, ademas,
que todas las molé&culas de receptor se orientan hacia el mismo
lado en una misma vesicula. Las causas del ordenamiento de las
moléculas de receptor en forma preferencial hacia el exterior de
las vesliculas y hacia un mismo lado en de una misma vesicula no se
conocen todavla.

Para realizar determinaciones de flujo idnico es
conveniente que el tamafo de las vesiculas sea lo mayor posible de
modo que la amplitud de la respuesta se incremente. Las vesiculas
conteniendo receptor nicotinico purificado del &rgano eléctrico de
D. tschudii presentaron una respuesta aumentada y un volumen
interno mayor luego de un ciclo de congelacidn y descongelacidn,
resultados que concuerdan con abservaciones previas de otros
autores. En efecto, Anholt y col. (1982) demostraron, por
filtracidn en geles y por observaciones al microscopio

electrdnico, que el tamafo de las vesiculas conteniendo receptor
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nicotinico aumenta luego de ser congeladas y descongeladas. Ochoa
y col. (1983) estudiaron el efecto de la congelacidn y

descongel acldn sobre el influjo de iones estimulado por Carb y el
volumen interno de veslculas reconstituldas de diferente
composicidn lipidica conteniendo receptor nicotinico y observaron
que ambos aumentan para todas las mezclas de lipidos ensayadas. Ha
sido descripto que la congelacidbn y descongelacidn produce la
fusidbn de veslculas compuestas por lipidos puros (Pick, 1981).
Estas evidencias indican que el aumento del volumen interno
observado luego de la congelacidn y descongelacidn se deberlia a la
fusibin de las vesiculas. El1 aumento en el volumen interno de las
vesiculas puede explicar, al menos en parte, el aumento de la
respuesta luego de la congelacidn.

Los estudios de velocidad de fijacidn de «-BuTx han
permitido evaluar los estados de afinidad del receptor de D,
tschudii reconstituido en liposomas.

El receptor presente en el &rgano eléctrico de especies
del gtnero Torpedo exhibe transiciones entre un estado de baja
afinidad para agonistas y un estado de alta afinidad en presencia
prolongada de agonistas (Weber y col., 1975: Weiland y col.,
1976). Este fendbmeno se ha correlacionado con la desensibilizacién
fisioldgica descripta por primera vez por kKatz vy Thesleff en 1957
(Weber vy col., 1975; Weiland y col., 1976; 1977; BGuast v col.,
1978;: Weiland y Tavylor, 1979).

La mavor capacidad de la Carb para disminuir la
velocidad de fijacibn de a-BuTx en condiciones de preincubaciodn
con respecto a las de coincubacidn indica que el receptor de D.
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 (Ki) y de alta afinidad (K=z)
para agonistas calculados en este trabajo concuerdan con los
informados para el receptor de J. californica reconstituido en
vesliculas de asolectina (Fong y McNamee., 1986). El estudio del
curso temporal de los cambios de afinidad mostrd que la velocidad
relativa de fijacidn de a«—BuTx depende del tiempo de preincubacidn
con Carb y que las transiciones de afinidad se completan a los 10
minutos de preincubacidn con Carb.

La desensibilizacidn del receptor nicotinico de JTorpedo
sp., tanto en membranas nativas (Walker y col., 1981 b) como en
membranas reconstituldas (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 desensibilizacibn rapida no
conduce a una pérdida completa de la actividad de flujo idnico
mientras que la preincubacidn con Carb por tiempos ma&s largos,
comparados con la etapa rapida, produce una disminucidn mayor de
la amplitud de la respuesta a Carb (Walker y col., 1982). En el
presente trabajo se midid el proceso de inactivacidn lenta del
receptor de D. tschudii reconstituido en liposomas. La velocidad
de dicho proceso dependid de la concentracidn de Carb y se
incrementd en presencia de Ca=+*,

El Ca=2* acelera la desensibilizacibn del receptor
nicotinico en el mlsculo esquelético (Manthey, 19663 Magazanick y
Vyskocil, 1270) y en fragmentos de membranas de &rgano eléctrico
de Y. marmorata (Sugiyama y col., 1976), dicho catidn aumenta,
ademds, la afinidad del receptor nicotinico para los agonistas
(Cohen y col., 1974; Miller y col., 1979), 1o que es consistente
con su efecto sobre la desensibilizacidn.

El mecanismo por el cual el Ca=* acelera la
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desensibilizacién del receptor nicotinico no se conoce todavia. Se
ha postulado que la accidn del Ca=®* es promover el estado inactivo
de receptor (Manthey ,1966). Magazanick y Vyskocil (1970)
sugirieron que el incremento en la velocidad de inactivacidn del
receptor producido por el Ca=2* y otros cationes bi y trivalentes,
como Ba=®*, Sr2+, Al>* y La®*, se deberla a su acumulacidn en la
membrana y a la unidn de los mismos a los grupos fosfato de los
fosfolipidos formando complejos que modificarian el funcionamiento
del canal.

El fendbmeno de desensibilizacidn persiste luego de la
purificacidon y reconstitucidn del receptor en vesiculas lipidicas
(Walker y col., 1982) y por lo tanto constituye una propiedad
intrinseca del receptor. En el presente trabajo se ha demostrado
que el incremento de la velocidad de desensibilizacidn inducido
por el Ca=*, observado anteriormente por té&cnicas
electrofisioldgicas en preparaciones neuromusculares y por
técnicas bioquimicas en fragmentos de membranas de T. marmorata,
también se manifiesta en muestras reconstitulidas conteniendo
receptor purificado.

Los resultados mostrados indican que el receptor del

organo eléctrico de D, tschudii posee varias caracteristicas en

comdin con el receptor del &rgano eléctrico de especies del género
Jorpedo, y que aquél puede ser reconstituido en liposomas
conservando sus propiedades de fijacibn de ligandos, de
translocacidn de iones, y de inactivacidn en presencia prolongada
de un agonista colinérgico.

Mediante experimentos de cinética rapida se podria
llevar a cabo un analisis ma&s detallado de las propiedades

funcionales del receptor nicotinico del é&rgano eléctrico de D.



tschudii. Estas técnicas permiten medir el flujo de iones en el
orden de los milisegundos, rango de tiempo en el cual ocurren los
fendmenos de activacidn y desensibilizacidn rapida del receptor.
De esta forma se podrian calcular parametros de la cinética de
activacidn y de inactivacidn y compararlos con los obtenidos en el
receptor del &rgano eléctrico del género Torpedo mediante dichas
técnicas y los obtenidos en el receptor del mlsculo esquelético

mediante determinaciones electrofisioldgicas.

V.3 EFECTO DE LA AMANTADINA SOBRE El RECEPTOR NICOTINICO
RECONSTITUIDO EN L IFOSOMAS.

La respuesta de la membrana postsindaptica a l1la
acetilcolina en la unidn neuromuscular y en las sinapsis del
drgano eléctrico es blogqueada por una serie de compuestos
denominados bloqueantes no competitivos, que ejercen su accidn
uniéndose a sitios distintos del sitio de unidn de dicho
neurotransmisor.

La amantadina es una droga que inhibe las infecciones de
varigs tipos del virus de la influenza (Davies y col., 1964),
impide la entrada del virus de la estomatitis vesicular a ceélulas
de ratdn 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 unidn
neuromuscul ar reduciendo la respuesta de la membrana muscular a la
acetilcolina (Nastuk y col., 1976). Esta droga bloquea 1la
transmisidn neuromuscular en la rata y en la rana, inhibe 1la
fijacion de[’H]—perhidrohistrionicotoxina a membranas del brgano
eléctrico del género Torpedo, y sin embargo no modifica la

fijacion de [‘H]—acetilcolina a dichas membranas (Albuguerque vy
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col., 19783 Tsai y col., 1978B; Warnick y col., 1982). Estos
resultados sugieren que la amantadina interactda con un componente
de la membrana postsinaptica diferente del sitio de unidbn de la
acetilcolina.

El receptor purificado y reconstituido en liposomas
constituye un sistema en el cual las funciones de fijacidn de
ligandos y de tramnslocacidn de iones pueden ser medidas en la
misma preparacidn la cual estad constituida por una dnica proteina
incorporada a una matriz lipidica de composicidn definida (McNamee
y Ochoa, 19823 McNamee y col., 1986). Este sistema resulta
adecuado. entonces, para el estudio del efecto sobre el receptor
nicotinico de drogas tales como los bloqueantes no competitivos.

Mediante el empleo de receptor nicotinico purificado vy
reconstituido en liposomas, Ochoa (1983) demostrd que la
amantadina reduce el influjo idnico estimulado por Carb pero no
afecta la fijacidn de ax-BuTx en equilibrio, sugiriendo la
naturaleza no cbmpetitiva de la accidn de esta droga. Estos
resul tados fueron confirmados en el presente trabajo.

Si bien es claro, por los resultados de los experimentos
de fijacidn de[‘zﬁi]—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), qQue la amantadina es un blogqueante no competitivo
del receptor nicotinico, el sitio de uniédn de esta droga no se
conoce todavia. En tal sentido, resultaria interesante realizar
estudios de fijacidn en equilibrio de amantadina marcada
icsotdpicamente, de forma tal de conocer el ndmero y ubicacion de
los sitios, y la afinidad con la cual esta droga se une a dichos

sitios. También se podria estudiar la cineética de asociacidn y de
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disociacidn, y en el caso de que la droga en cuestidn se una al
receptor se podria conocer a cudl de las subunidades se fija
mediante experimentos de marcado covalente con amantadina
radiactiva.

Heidmann y col. (1983 b) estudiaron la fi13jacidn de
varios bloqueantes no competitivos marcados con isdtopos
radiactivos a membranas ricas en receptor de Torpedo sp. Yy
postularon la existencia de un sitio de alta afinidad, presente en
una anica copia por mondmero de receptor y de sitios de baja
afinidad presentes en numero de 10 a JI0 por mondmero. Earnest vy
col. (1984) demostraron por espectroscaopla de resonancia de espin
electronico utilizando un marcador de espin andlogo de un
anestésico local, que existen al menos dos clases de sitios de
distinta afinidad por dicho compuesto en membranas reconstituidas
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 mds de los
siguientes mecanismos:

1) Un bloqueo directo del canal, similar al propuesto para los
anestésicos locales cuando se unen al confdrmero del receptor en
el cual el canal estad 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 unidn de la acetilcolina y que
lleve al receptor a un estado en el cual el canal se encuentre
cerrado. Este mecanismo alostérico podria involucrar un cambio en
el equilibrio entre conformaciones preexistentes del receptor en

auvsencia de acetilcolina hacia la forma desensibilizada o un
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aumento de la velocidad de desensibilizacidn inducida por el

agonista.

3) Una interaccidn indirecta a través de los lipidos 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., 19833 Criado y
col., 1984; Fong y McNamee, 1986).

Los resultados seran discutidos en base a los mecanismos
1) v 2) ya que no se ha estudiado la interaccidn de la amantadina
con los lipidos de la membrana.

Los resultados de los experimentos de fijacidn de x—BuTx
en presencia de amantadina muestran que esta dltima no modifica la
velocidad de fijacidn de la toxina al receptor, lo que indica que
la amantadina aiin a concentraciones de 10 ™M no interactua con el
sitio de fijacidn de la acetilcolina, corroborando lo observado en
los experimentos de fijacidn de «-BuTx en equilibrio. For el
contrario la M y la procaina inhiben la fijacidn en equilibrio y
la velocidad de fijacidn de la x-BuTx respectivamente indicando
que ambas drogas interactuan en cierta medida con el sitio de

acetilcolina.

El receptor reconstitulido exhibe transiciones de
afinidad luego de la exposicidn del mismo a la amantadina, siendo
las diferencias entre las curvas de preincubacidn y coincubacion
menos evidentes que en ausencia de esta droga. Estas observaciones
sugieren que la amantadina no ejerce un efecto alostérico 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 dltimo estado. Heidmann y col. (1982 b)
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ban demostrado, mediante estudios de fijacidn rapida del agonista
nicotinico fluorescente Dns—-Cs-Cho a fragmentos de membranas de
organo eléctrico de T. marmorata, que los bloqueantes no
competitivos fenciclidina, meproadifen, trimetisoguina,
clorpromazina y Tritdn X-100 aumentan la fraccidn de sitios de
alta afinidad que existen en la membrana previamente al agregado
del agonista. Experimentos de este tipo aplicados al estudio del
efecto de la amantadina sobre el receptor nicotinico resultarian
interesantes para dilucidar si esta dropa 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 fendmeno
fisioldgico de desensibilizacidon (Weber y col.. 1975; Weiland vy
col., 1976; 19773 Quast y col., 1978; Weiland y Taylor, 197%9)
puede ser medido mediante el ensayo de fijacidn de x—BuTx. E1
fendmeno de desensibilizacidn del receptor puede ser evaluado en
forma directa mediante el ensayo de influjo de ®*Rb* (Walker y
col., 1982). Si bien no se abservaron 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
desensibilizacidon. Es decir el ensayo de influjo de ®®Rb* se
reveld como un procedimiento mds sensible para la deteccidn de los
efectos de la amantadina sobre el receptor. Dado gque las
transiciones de afinidad y la inactivacidn del receptor estan
correlacionados., es muy probable que la amantadina produzca

cambios en el desarrollo de la transiciories de afinidad que no han

sido evidenciados con la técnica empledada.
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Los resultados de los experimentos en los cuales se
midid la velocidad de inactivacidn de la respuesta del receptor en
presenci1a de amantadina indican que esta droga aumenta la
velocidad del proceso de desensibilizacidn inducido por Carb y
sugieren que la amantadina se fija a la forma abierta del canal.
Es decir, cuando el canal se abre como consecuencia de la fijacidn
del agonista al receptor, la amantadina se unirla a un sitio
ubicado dentro del canal que podrla ser el sitio de "alta
afinidad" para bloqueantes no competitivos descripto por Heidmann
y col. (1982% b)), promoviendo un cambio conformacional hacia el
estado desensibilizado en el cual el canal se encuentra cerrado.

La observacidn de que la amantadina acelera la velocidad
de desensibilizacién del receptor nicotinico esta apoyada por los
hallazgos de otros autores utilizando distintos blogqueantes no
competitivos del receptor. En efecto, el anestésico local SKF-S25A
acelera la velocidad de desensibilizacidn medida por el eflujo de
22Na* de veslculas de membranas de T. marmorata (Sugiyama y col.,
1976). Un efecto similar fue observado para la histrionicotoxina
sobre el receptor de células musculgres de polleo en cultivo
(Burgermeister y col. 1977), vy para la histrionicotoxina y los
anestésicos locales X314 y dibucalna en clones de cé&lulas
musculares BC3H-1 (Sine y Taylor, 1982). Karpen y col. (1982)
demostraron mediante técnicas de cinética rapida que la cocaina,
la procaina y la fenciclidina disminuyen la velocidad inicial de
flujo de iones inducido por el agonista en membranas nativas de E.
electricus, y que la fenciclidina, que se une al sitio de alta
afinidad para bloqueantes no competitivos (Heidmann y col., 1983

b; Oswald y col., 1983), aumenta, ademas, la velocidad de

desensibilizacidn del receptor.
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Resultarla interesante conocer si la amantadina produce
un bloqueo directo del canal y en tal caso cuanto contribuye dicho
bloqueo & la inhibicidn total inducida por esta droga. Un
experimento que puede evidenciar si existe un bloqueo estérico es
medir la velocidad de la etapa rapida de desensibilizacidn en
presencia de amantadina mediante ensayos de cinética rapida vy
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 vy por otros blogueantes
no competitivos es similar al producido por el agonista cuando se
une a su sitio ubicado en la subunidad x. En tal sentido, se
pueden realizar estudios tendientes a calcular parametros
caracteristicos del estado desensibilizado del receptor, tales
como la constante de afinidad para agonistas, velocidad de
recuperacidn del estado inactivo al eliminar el agonista, en
presencia y en ausencia de amantadina.

El conocimiento detallado de los mecanismos de accidn de
los bloqueantes no competitivos del receptor nicotinico puede
brindar informacidn sobre la relacidn entre la fijacidn de
ligandos y los fendmenos de apertura del canal, permeacidn idnica
e inactivacidn de la respuesta, lo cual, al presente, queda por

dilucidar.

IV.4 INCORFORACION DEL RECEFPTOR NICOTINICO_EN_LIFOSOMAS FOR EL

METODO DE PRECIPITACION CON PEG

La reconstitucidn del receptor nicotinico en liposomas
comprende la extraccidn de esta proteina de la membrana con el
detergente colato de sodio y su insercidn en vesiculas lipldicas

promovida por la eliminacién del detergente. Los métodos mas
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comiinmente utilizados para eliminar el colato de sodio son:
dialisis (Epstein y Racker, 1978), dilucidn (Huganir y col., 1979)
y filtracion en geles (Huganir y Racker, 1982).

La precipitacidn con FEG permite la separacidn de la
proteina y de los lipidos del detergente. Este método ha sido
utilizado en la reconstitucidn de otros sistemas receptores: el
receptor adrenérgico de tipo xz del cerebro de la rata y del
ternero (Kremenetzky y Atlas, 1984) y el receptor muscarinico de
la zona atrial del corazdn bovino (Aguilar y Ochoa, 1986).

En el presente estudio se aplicd el método de
precipitacion con PEG con el objeto de incorporar el receptor

nicotinico del &rgano eléctrico de D, tschudii a liposomas de

asolectina, a los efectos de estudiar si nuevas técnicas de
reconstitucidn son aplicables al receptor nicotinico y de obtener
un mayor conocimiento del funcionamiento de dicho receptor en
vesiculas preparadas en distintas condiciones experimentales.

Los resultados obtenidos indican que el receptor se
incorpord a los liposomas y que se orientd correctamente, es decir
con los sitios de fijacidn de agonistas hacia el exterior de las
vesiculas. El receptor incorporado conservd la propiedad de
fijacidbn de [‘zﬂq —x-BuTx, siendo la constante de velocidad de
segundo orden (kv) y la constante de baja afinidad para Carb (Ki)
comparables con las calculadas para el receptor nicotinico
reconstituido por el método de didlisis de colato. Sin embargo, el
receptor reconstituido con FEG no exhibid transiciones de afinidad
ni influio de ®*Rb* estimulado por Carb.

El FEG es un polimero sintéticeo soluble en agua que ha
sido utilirado para la purificacidn de proteinas por precipitacidn

fraccionada. La accidn precipitante del FEG se debe primariamente
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a un mecanismo de voliumen exclulido (Atha e Ingham, 1981). Esto es.
las protelinas son excluidas en forma estérica de reaiones del
solvente que son ocupadas gradualmente por el polimero. Asi las
protelnas son concentradas hasta que se excede su solubilidad vy
precipitan. No existen interacciones directas que involucren
fuerzas de atraccidn y repulsidbn entre las protelnas y el polimero
(Atha e Ingham, 1981). El PEG forma uniones de hidrdgeno con las
molécul as de agua, reduciendo la concentracidn de agua libre,
efecto que también contribuye a la concentracidn de las protelnas
(Blow y col., 1978).

Se han descripto varios efectos del FEG sobre los
lipidos. Este polimero produce la agregecidn de lipidos
dispersados por sonicacidn debido probablemente tambidn a un
mecanismo de exclusidn estérica y promueve el intercambio de
11pidos entre vesiculas lipldicas (Tilcock y Fisher, 1982);:
produce deshidratacidn de bicapas de fosfatidilcolina y disminuye
el potencial de membrana en fantasmas de eritrocitos (Arnold y
col., 1983); promueve la fusidn de membranas de fibroblastos (Rlow
y col., 1978) y de liposomas unilamelares de fosfatidilcolina y
4osfatidiiserina (Boni y col., 1981) y tiene, ademas, una acciodn
similar a la de algunos detergentes produciendo lisis de vesiculas
lipldicas y ensamblaje de las mismas en estructuras de mayor
tamafo (Saexz y col.. 1982).

Varias observaciones sugieren la integridad de la
molé&cula de receptor nicotinico luego del tratamiento con FEG: 1)
El PEG a una concentracidn de 25 % no interactiéia con protelnas
tales como la alb@imina de suero bovino y la ribonucleasa (Atha e
Ingham, 1981). 2) Se ha aobservado en el presente trabajo que las

propiedades de fijacidn de «—BuTx del receptor nicotinico en
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vesiculas preparadas por el método de precipitacidn con PEG son
comparables con las descriptas tanto en membranas nativas como en
membranas reconstituidas por el método de dialisis (Walker y col.,
1981 as Fong y McNamee, 1984; y el presente trabajo). 3) En el
presente trabajo se mostraron evidencias de que el FEG no modifica
la fijacidn de["’ﬂ —x—BuTx al receptor ni la actividad de la
enzima ACE.

La falta de respuesta (influjo de iones estimulado por
Carb y transiciones de afinidad) que se observd en el receptor
incorporado a liposomas por precipitacidn con PEG se puede
explicar por: 1) Un volumen muy pequefio de las vesiculas. Esto
provoca un equilibrio rapido de los iones entre el exterior y el
interior de las mismas y por lo tanto la imposibilidad de detectar
una respuesta inducida por Carb. 2) Una pérdida excesiva de sitios
durante el procedimiento de reconstitucidn. 3) l.a expresidbn de un
estado desensibilizado del receptor inducido por el PEG y/o por el
procedimiento de reconstitucidn. 4) Una alteracidn de las
moléculas de los lipidos que rodean al receptor. que se sabe son
importantes para la funcidn del receptor.

En cuanto a la primera posibilidad, los resul tados
mostrados en el presente trabajo indican que mediante el método de
precipitacidbn con PEG se obtienen vesiculas cuyo volumen interno
es mayor que el de las veslculas preparadas por el método de
dialisis. La observacidn al microscopio electrdnico de vesiculas
de asolectina conteniendo receptor muscarlnico preparadas por el
método de precipitacidn con PEG revela que las mismas son
unilamelares y poseen un diametro comprendido entre 83 y 500 nm
(Pellegrino de Iraldi y col., 1986). Estas aobservaciones y las

determinaciones del voldmen de equilibrio realizadas en el
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presente trabajo. sugieren que la falta de respuesta observada no
se debe a la formacidn de vestculas de pequefio tamafo.

Las determinaciones de fijacidn de x-BuTx indican que
durante el procedimiento de reconstitucidn por precipitacidn con
FEG se produce una pérdida de aproximadamente S0 % de los sitios
gque fijan esta toxina. Sin embargo, a pesar de dicha pérdida, las
muestras de proteoliposomas preparados por el método de
precipitacidn con PEG contenian 2 a 2,5 veces m&s sitios
receptores que las preparadas por el método de dialisis. Esto
demuestra que la pérdida de sitios receptores observada durante la
reconstitucidn por precipitacidn con PEG no es la causa de la
falta de respuesta.

El valor de la constante de baja afinidad para Carb (Ki)
del receptor reconstituldo por precipitacidn con PEG es similar al
determinado para el receptor en su membrana nativa y para el
receptor reconstituldo por otros métodos (Walker y col., 1981 aj;
Fong y McNamee, 1986). Esto indica que el PEG o el procedimiento
de reconstitucidn no promueven en el receptor el establecimiento
del estado desensibilizado que se caracteriza por su alta afinidad
para Carb.

La posibilidad de que el PEG y/o alguna de las impurezas
presentes en las preparaciones comerciales de PEG alteren las
moléculas de los lipidos que rodean al receptor debe ser tenida en
cuenta. La presencia de ciertos lipidos, tales como el colesterol
y lipidos con carga negativa, es necesaria para el correcto
funcionamiento del receptor (Ochoa y col., 19833 Criado y col.,
1984; Fong y McNamee , 1986).

Las preparaciones comerciales de FEG contienen impurezas

(Hamburger y col., 1975; Honda y col., 1981), tales como las
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sustancias utilizadas para iniciar y terminar la polimerizacidn
del oxido de etileno, productos oligoméricos del FEG, productos de
la descomposicidn oxidativa del FEG como aldehidos y acidos, Y
antioxidantes agregados para prevenir la oxidaciéan del PEG. Honda
y col. (1981) observaron que el PEG pierde su propiedad fusbdgena
cuando sus impurezas son extraldas con éter etilico. Estos autores
encontraron que cuando un &cido graso tal como el &cido oleico
reacciona con el PEG oligom@rico a través de los grupos oxhidrilo
terminales para formar polioxietilenoleato, se restaura la
capacidad fusbégena. El mismo resultado se obtiene al agregar
ciertos antioxidantes a las muestras de FEG purificado.

lLos resultados de l1os experimentos donde se midid la
velocidad de fijacidn de x—BuT:x y el influjo de ®*Rb* en muestras
reconstituidas utilizando PEG purificado indican que son las
impurezas y no el PEG las responsables de los efectos observados
sobre las propiedades funcionales del receptor.

El analisis por cromatografia en placa delgada y por
-densitometrlia cuantitativa de los lipidos presentes en las
muestras reconstituldas reveld que se produce una hidrdlisis de
los llpidos en los protecliposomas preparados por precipitacidn
con PEG que conduce a un aumento de la concentracidn de acidos
Jrasos libres. Aunque el origen de tal hidrdlisis no se conoce,
podria ser debida a las impurezas del FEG.

Los aAcidos grasos libres bloquean la respuesta del
receptor nicotinico en preparaciones de membranas de organo
eléctrico de T. californica, mientras que las transiciones de
afinidad del receptor no se ven alteradas (Andreasen y McNamee,
1980). Los acidos grasos de menos de ocho Atomos de carbono

suprimen la corriente de Na* en el axbn gigante del calamar
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(Takenaka y col. 1987). Estos autores postularon que los acidos
Jrasos se incorporan a la capa de lipidos de 1a membrana lo que
resulta en una inhibicidn la corriente de Na-.

Dado que en el presente trabajo se observéd que el
receptor incorporadao a vesiculas lipidicas por el método de
precipitacidn con PEG no exhibe transiciones de afinidad, es
posible que otros factores ademds de 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 desensibilizacidn se deba a un efecto combinado de las
impurezas del FEG y de los acidos grasos libres.

Los resultados presentados en este trabajo demuestran
que el método de incorporacidn por precipitacidn utilizando
preparaciones de PEG comerciales no resulta adecuado para la
reconstitucidn de la funcidn del receptor nicotinico en vesiculas
lipidicas. Cuando las preparaciones de PEG son purificadas, se
recupera la capacidad del receptor reconstituido de manifestar los
cambios conformacionales que conducen a la apertura del canal y a
la desensibilizacidn. Sin embargo el método de diadlisis del
colato, aunque mas prolongado, resulta mads conveniente para la
reconstitucidn del receptor nicotinico, ya que el mismo no
involucra el agregado a la mezcla de receptor y lipidos de
sustancias que puedan alterar el normal funcionamiento del

receptor.

V.S EFECTO DE LA TIMOFENTINA SCOERE LA FUNCION DEL RECEFTOR

NICOTINICO RECONSTITUIDO EN L IFOSOMAS.

La Tpo es un polipéptido que se puede aislar del timo
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bovino (Goldstein, 1274). Ademas de sus efectos sobre el sistema
inmune, esta hormona produce un bloqueo de la transmisiodn
neuromuscul ar (Goldstein, 1974). Un pentapéptido sintético,
denominado timopentina, cuya estructura primaria es idéntica a la
secuencia correspondiente a los aminoacidos 32 a 36 de la TFo,
reproduce los efectos de la hormona (Goldstein y col., 1979)
incluyendo el bloqueo neuromuscular (Audhya y col., 1984).

Mediante el empleo de veslculas conteniendo receptor
purificado como @nica protetna incorporada a las mismas y un
ensayo manual de influjo de ®®Rb* que permite medir la respuesta
del receptor a agonistas, se observd en el presente trabajo que la
TpS acelera la velocidad a 1a cual el receptor se inactiva en
presencia de Carb, siendo dicho efecto mi&s evidente en presencia
de Ca=+,

Los experimentos de fijacidn de a-BuTx demuestran que el
bloqueo del influjo de ®®Rb+* observado en presencia de TpS no se
debe a la fijacidn del pentapéptido al sitio de unidn de la
acetilcolina. A este respecto, los resultados difieren con 1o
observado por Venkatasubramanian y col. (1986) para la hormona
entera. Estos autores informaron que 1la Tpo se fija con alta
afinidad al sitio de la acetilcolina. Sin embargo, posteriormente
el mismo grupo demostrd que la Tpo interactdia con el sitio de la
acetilcolina sélo a altas concentraciones (Revah y col., 1987).

Mediante técnicas de "patch clamp" en la linea celular
C=2 del ratébn, Revah y col. (1987) abservaron 1la aparicion, en
presencia de TFo, de larqos periodos en los cuales el canal
permanece cerrado entre grupos de aperturas siendo dicho efecto
dependiente de la presencia de Ca®*, el que actuaria sobre la

superficie intracelular de la membrana. Mediante estudios
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bioqulmicos, los mismos autores demostraron que la Tpo ejerce
efectos alostéricos positivos dependientes de Ca=" sobre la
fijacidn de [3H]—aceti1colina y[’ﬁl—fencic]idina a sus respectivos
sitios. Utilizando técnicas de cinética rapida y un agonista
fluorescente, estos autores demostraron que la Tpo, en presencia
de Ca=*, acelera la transicidbn al estado desensibilizado de alta
afinidad para los agonistas y bloqueantes no competitivos, Yy
modifica el equilibrio entre los estados de baja y de &alta
afinidad favoreciendo el establecimiento de este dltimo.

La naturaleza del sitio o los sitios a los cuales la Tpo
y la TpS se fijan para promover la desensibilizacidn del receptor
todavlia no se conoce. En tal sentido, Revah y col. (1987)
consideran que la Tpo no se une al sitio de los blogqueantes no
competitivos ya que esta hormona no compite con la fenciclidina
por su sitio de unidn. Los estudios de fijacidn de [SH]—
—acetilcolina (Revah y col., 1987) vy de[‘zﬂl]—a—BuTx (en el
presente trabajo) indican que el sitio de fijacién de Tpo y TpS
respectivamente es distinto del sitio de fijacidn de acetilcolina.

Los resultados aqul presentados sugieren que el sitio
activo de la Tpo modifica la funcidn 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 TFPS sobre la transmisidn neuromuscular (Goldstein,
1974; Audhya y col., 1984).

Se han descripto varios posibles efectores fisioldgicos
de la desensibilizacidn del receptor nicotinico (Changeux y Revah,
1987). Ellos son 1 Ca=2* (Manthey, 1966: Magazanick y Vyskocil,
19703 Sugiyama vy col., 1976), la fosforilacidn del receptor

(Huganir y col., 1986) y la timopoyetina (Revah y col., 1987).



Estos acelerarlian el proceso de desensibilizacidn vy/o

estabilizarian el estado desensibilizado del receptor, de alta
afinidad para los agonistas.

Los efectos observados de la TFo sobre la unidn
neuromuscular podrian ser mediados por la hormona entera o por un
péptido producido por el clivaje de la misma posiblemente por una
. peptidasa. En tal sentido, se ha demastrado la presencia en
membranas de &rgano eléctrico del género Torpedo de actividad
enzimatica semejante a la enzima convertidora de angiotensina I vy
la endopeptidasa-24.11 o "encefalinasa" de mamliferos (Altstein y
col., 1984; Turner y Dowdall, 1984). Dicha actividad enzimatica
sugiere la presencia de enzimas en el drgano eléctrico de peces
que padrilan estar implicadas en la hidrdlisis de un péptido
enddgeno.

Es posible, también, que uno o mas péptidos relacionados
estructuralmente al TFPS sean liberados por los terminales
nerviosos, y actdien sobre el receptor nicotinico acelerando su
desensibilizacidn. Michaelson y col. (1984) observaron
inmunoreactividad para compuestos semejantes a encefalinas, en el

drgano eléctrico de peces del género Yorpedo., 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 mamliferos (Michaelson y col., 1984). De este
modo es posible que los terminales sinapticos del érgano eléctrico
del género Torpedo contengan un péptido enddgeno que podria
liberarse junto a la acetilcolina, modulando la respuesta de la

membrana postsinaptica al neurotransmisor.
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-VI-

RESUMEN Y CONCLUSIONES

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el ]
receptor nicotlnico del &rgano eléctrico de Discopyge tschudii y
sus propliedades funcionales en membranas reconstituldas.

En tal sentido se comprobd la existencia de sitios que
fijan x—bungarotoxina y de influjo de ®®Rb~ estimulado por
carbamilcolina en preparaciones de membranas del o&rgano eléctrico
de D. tschudii. La respuesta fue bloqueada por curare y se
inactivd por incubacibn previa de las membranas con el agonista
(desensibilizacion).

El material fue extraido con colato de sodio y se
purificd por cromatograflia de afinidad utili=zando
bromoacetilcolina como ligando. La actividad espectfica del
material purificado fue, en promedio, de 4,7 nmoles de
a—-bungarotoxina/mg proteina. E1 anAlisis de dicho material por
electroforesis en Jeles de poliacrilamida en presencia de SDS de
dicho material reveld la presencia de cuatro bandas de FM 41,200,
49,500, 60.000 y 66.300.

El receptor purificado fue incorporado a liposomas de
lecitina de soja (asolectina). Las praopiedades funcianales del
receptor se preservaron en las muestras reconstituldas. Esto es:
capacidad de fijacidn de ligandos, influjo de cationes estimul ado
por carbamilcolina, la desensibilizacion de la respuesta y las
transiciones de afinidad para agonistas que se correlacionan con

este dltimo fendmeno.




Se demostrd ademas, como habla sido observado por
métodos electrofisioldgicos en preparaciones neuromusculares y por
métodos bioquimicos en fragmentos de membranas de &rgano
eléctrico, que el Ca®* acelera la velocidad de inactivacidn
(desensibilizacibn) del receptor reconstituido en liposomas.

Estas observaciones sugieren la presencia de un receptor
colinérgico de tipo nicotinico en el é&rgano eléctrico de D.
tschudii, con caracteristicas bioqulmicas y funcionales similares
al receptor de las especies del g&nero JTorpedo. Esto permite
considerar al Organo eléctrico de D. tschudii como una fuente para
el estudio de este receptor.

El receptor nicotinico purificado y reconstituldo en
liposomas fue el sistema elegjido para estudiar el mecanismo de
accion 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 transmisidn
neuromuscul ar uniéndose al receptor nicotinico en un sitio
distinto del sitio de unidn de la acetilcolina. En el presente
trabajo se confirmd que la amantadina es un bloqueante no
competitivo del receptor nicotlinico ya gque no afectd la fijaciodn
de x-bungarotoxina en equilibrio pero sl produjo un bloqueo del
influjo de cationes estimulado por carbamilcolina. A través de la
determinacidn del influjo de ®®Rb* a membranas expuestas a
carbamilcolina por distintos tiempos se observd que la amantadina
acelerd la velocidad de inactivacidn de la respuesta
(desensibilizacibn) inducida por el agonista. La amantadina no
indujo dicho fendmeno por si misma. La aceleracidn de la velocidad
del proceso de desensibilizacidn seria entdnces uno de los

mecanismos por los cuales la amantadina ejerce el bloqueo de la



transmisidn colinérgica.

Otro de los objetivos del presente trabajo fue estudiar
la aplicacidn de una nueva técnica para la reconstitucidn del
receptor nicotinico y comparar el funcionamiento del receptor en
liposomas preparados bajo distintas condiciones experimentales. La
técnica empleada fue la de precipitacién con polietilenglicol, que
ha sido utilizada en la reconstitucidn del receptor muscarinico
del corazdn y el receptor az—adren&rgico del cerebro de mamiferos.
Se observd que el receptor nicotinico se incorpord a los liposomas
y que un 80 7% de las moléculas se orientaron correctamente en la
membrana. La fijacidn en equilibrio de a-bungarotoxina reveld que
se produjo una pérdida de 50-55% de los sitios durante el
procedimiento de reconstitucibn. Los valores de la constante de
velocidad de fijacidn de a-bungarotoxina de segundo orden (kv) y
de la constante de baja afinidad .para carbamilcolina (Ki) fueron
comparables a los observados para el receptor reconstituldo por el
método de dialisis. Sin embargo, el receptor reconstituldo por el
método de precipitacidn con FEG exhibid un minimo influjo de ®eRrb~
estimul ado por carbamilcolina y no manifestd transiciones de
afinidad. Cuando la preparacidn de PEG se purificd, mediante el
empleo de éter etilico, para eliminar las impurezas presentes en
las muestras comerciales de FEG, el receptor +reconstituldo exhibid
transiciones de afinidad e influjo de cationes estimulado por
carbamilcolina. El analisis de los lipidos presentes en las
muestras reconstituldas reveld que los proteoliposomas preparados
por precipitacidn con FEG presentaron un contenido mayor de acidos
grasos libres que los preparados por el método de dialisis. Los
resul tados sugieren que los efectos observados pueden deberse a

alguna de las impurezas presentes en las preparaciones de FEG y/o
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a la presencia de &cidos grasos libres provenientes,

probablemente, de la hidrdlisis de la asolectina.

Con 21 objeto de profundizar en el estudio del fen&meno
de la desensibilizacitn del receptor nicotinico, se estudid el
efecto de un pentapéptido, denominado timopentina, sobre las
propiedades funcionales del receptor nicotlinico reconstituido en
liposomas. Se piensa que dicho pentapéptido corresponde al sitio
activo de la hormona timica timopoyetina. La timopoyetina y la
timopentina, ademas de sus efectos inmunolbgicos., producen un
bloqueo de la transmisidn neuromuscular. En el presente trabajo se
muestra que la timopentina no modificd la fijacidn en equilibrio
de x-bungarotoxina pero produjo un blogqueo de la respuesta del
receptor en un rango de 107*°M a 10-“M., Mis adn se observd que la
timopentina aument® la velocidad de desensibilizacidn del receptor
y que dicho fendmeno se incrementd en presencia de CaZ®*, Estas
observaciones corroboran el efecto que sobre la transmisidn
neuromuscular tiene la timopoyetina y sugieren que la timopentina

o péptidos relacionados podrian modular dicha transmisidn.
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