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Toxinas proteicas del veneno de serpientes del género Dendroaspis que reconocen receptores

colinérgicos muscarínicos.
Hace diez años se reportó la existencia de dos proteínas, MTx1 y MTx2, del veneno de la mamba
verde oriental (Dendroaspis angusticeps) que inhibieron la unión de ligandos muscarínicos en
cerebro de rata. Actualmente se han aislado más de diez toxinas muscarínicas (Msz) de la mamba
verde oriental, la mamba negra (D. polylepis) y la mamba verde occidental (D. viridr's). Estas
toxinas poseen 65-66 aminoácidos, con cuatro puentes disulfirro que les confieren una estructura
de "tres dedos", tal como las a-neurotoxinas (bloqueantes de receptores nicotínicos), las
dendrotoxinas (bloqueantes de canales de K+) y las fasciculinas (inhibidoras de la
acetilcolinesterasa).
Existen cinco subtipos de receptores colinérgicos muscarínicos (ml-m5), aunque sólo pueden
discriminarse dificilmente cuatro subtipos farmacológicos (Ml-M4) por agentes poco selectivos,
que no pemiiten una clasificación confiable y, en consecuencia, una identificación clara.
Nuestros experimentos de unión especifica en tejidos nativos pemiitieron sugerir que ambas
toxinas, MTxl y MTx2, se unen selectivamente al subtipo farmacológico M1 de receptor
muscarínico. Luego demostramos que ambas toxinas presentan alta afinidad y selectividad por los
receptores muscarínicos humanos clonados ml y m4, con muy bajas afinidades relativas por los
otros. Estos resultados se confirmaron por experimentos de unión específica en diferentes tejidos
centrales y periféricos de rata y conejo; se demostró una unión de alta afinidad en el hipocampo,
rico en receptores ml y m4, y en el estriado, rico en m4, pero no se observó interacción en
páncreas, rico en m3, ni en auricula, rica en m2. El patrón de selectividad de MTxl fire ml z m4
>> m5 > m3, m2, siendo MTxl más potente que MTx2, pero con menor capacidad discriminativa
entre ml y m4.
Tanto MTxl como MTx2 se comportaron como agonistas muscarínicos, facilitando la
consolidación de la memon'a cuando se inyectaron en el hipocampo de ratas entrenadas en una
tarea de evitación inhibitoria. En el conducto deferente de conejo las toxinas actuaron como McN­
A 343 y CPCP, agonistas relativamente selectivos por el receptor M1, reduciendo las
contracciones f'asicas del músculo liso, aunque los efectos de las toxinas no resultaron reversibles.
En la misma preparación, las MTxs parecieron tener un efecto sobre los receptores adrenérgicos,
que fue reversible. Además, MTxl y MTx2 resultaron capaces de desplazar la unión de 3H­
prazosin, un antagonista a-adrenérgico, a membranas de corteza cerebral y conducto deferente de
rata y conejo. La unión de MTxl y MTx2 a los receptores muscarínicos resultó irreversible,
mientras que a los adrenérgicos resultó reversible.
Recientemente hemos aislado dos fi'acciones proteicas (7000-8000 Da) del veneno de D. viridr’s
que parecen ser ligandos potentes y específicos para subtipos de receptores muscarínicos. Una de
ellas, DvMT4, mostró selectividad por el subtipo m4, mientras que otra, DvMT3-4, exhibió
selectividad por los subtipos m3 y m4.
Dada la carencia de agentes muscarínicos selectivos, estas MTxs resultan muy útiles para localizar
y mapear subtipos muscarínicos en el sistema nervioso central, para caracterizados y estudiar sus
fimciones en órgano aislado o in vivo.
La familia de las Msz ha ido creciendo rápidamente y parecen ser ligandos selectivos
extremadamente promison'os para el estudio del rol y la distribución de los subtipos de receptores
muscarínicos. La comparación de las secuencias permitió definir importantes residuos y regiones
de las toxinas, probablemente responsables de su selectividad y acción agonista/antagonista. Esto
podría llevar al desarrollo de nuevos ligandos muscarínicos aún más selectivos, tal vez más
apropiados como agentes terapéuticos.
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Protein toxins from the venom of Dendroaspis snakes that recognize cholinergic muscarinic

receptors.
Ten years ago, two proteins from the venom of the Eastern green mamba snake (Dendroaspis
angusticeps), MTxl and MTx2, which inhibited the binding of muscarinic ligands to rat brain,
were reported. Actually, more than ten muscarinic toxins (Msz) have been isolated from Eastern
green mamba, black mamba (D. ponIepis) and Western green mamba (D. viridis). All these toxins
have 65-66 aminoacids, with four disulphide bonds that confer a “three fingered” structure, shared
by a-neurotoxins (nicotinic receptor blockers), dendrotoxins (K+channel blockers) and fasciculins
(acetylcholinesterase inhibitors).
There are five muscarinic acetylcholine receptor subtypes (ml-m5), although only four
pharmacological subtypes (Ml-M4) are hardly discriminated by poorly selective agents, not enough
to enable a reliable classification and a defined identification.

From radioligand binding experiments in native tissues we have suggested that both toxins, MTxl
and MTxZ, bound selectiver to M1 pharmacological subtype of muscarinic receptor. Then, we
demonstrated that both toxins have high affinity and selectivity for ml and m4 cloned human
muscarinic receptors, with rather low relative affinity for the others. These results were confirmed
by binding experiments in different central and peripheral tissues from rat and rabbit. High afiinity
binding was found in the hippocampus, rich in ml and m4 receptors, and striatum, rich in m4, but
no interaction was found in pancreas, rich in m3, nor in atria, rich in n12.The pattem of selectivity
of MTxl was m1 z m4 >> m5 > m3, n12, being MTxl more potent than MTx2, but less
discriminative between ml and m4.

Both MTxl and MTx2 behaved as muscarinic agonists when infused into the hippocampus of rats
trained in an inhibitory avoidance task, facilitating memory consolidation. On rabbit vas deferens
the toxins acted as the relativer M1 selective agonists McN-A 343 and CPCP in reducing the
twitch response of the smooth muscle, but the effects of toxins were not reversible. In the same
preparation, Msz seemed to have an efi‘ect on adrenergic receptors. Then it was shown that
MTxl and MTx2 were able to displace 3H-prazosinbinding, an a-adrenergic antagonist, to rat and
rabbit cerebral cortex and vas deferens membranes. However, MTxl and MTx2 binding to
muscarinic receptors appear irreversible, while it was reversible to adrenergic receptors.
Recently, we have isolated two protein fractions (7000-8000 Da) from D. viridis venom that
appear to be potent and specific ligands for subtypes of muscarinic receptors. One of them,
DvMT4, showed selectivity for m4 subtype, while the other, DvMT3-4, exhibited selectivíties for
both m3 and m4 subtypes.
Due to the lack of selective muscarinic agents, Msz are useful to localise and to map muscarinic
receptor subtypes in the central nervous system, to characterise them and to study their functions
either in isolated organs or in vivo.
The MTx family has been rapidly growing up and they appear as extremely promising selective
ligands to study the role and distribution of muscarinic receptor subtypes. The comparison of
sequences allowed to define important residues or regions in the toxins, putatively responsible of
their selectivity and agonist/antagonist action. This would lead to the development of new more
selective muscarinic ligands, that would likely be more appropriate as therapeutic agents.
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Antiguas prácticas y usos nuevos

as diversas culturas humanas tuvieron entre sus actividades cotidianas la

búsqueda y el uso de sustancias naturales para consumo de uso

terapéutico, ritual, o simplemente en la búsqueda de placer. Estos conocimientos

fueron adquiridos a través del desarrollo cultural, en la exploración del medio

ambiente, con base empírica y conservados por tradición. Son innumerables los

ejemplos de productos, tanto de origen vegetal como animal, utilizados desde hace

mucho tiempo con estas finalidades. Tal es el caso de extractos vegetales usados para

aliviar o curar dolencias fisicas, o de venenos animales, en la construcción de armas de

caza, por ejemplo.

La ciencia occidental, en el último siglo, en cierta forma ha sistematizado más

recientemente la búsqueda de estos principios adstentes en la naturaleza y ha

desarrollado tecnicas de sintesis de nuevas sustancias semejantes a las encontradas,

con el propósito de optimizar su utilidad.

Dentro del reino animal, los venenos en los distintos grupos taxonómicos han

sido enfocados por el interés de los investigadores. Dentro de los vertebrados, quizás

sean los ofldios los que más variedad presentan de sustancias con acciones sobre los

mecanismos fisiológicos de mamíferos, y más interesantemente, de humanos.

El sistema nervioso: un mayor nivel de organización

Los organismos vivientes se caracterizan, entre otras cosas, por su capacidad

homeostática, fundamental para la conservación de su estructura-fimción —autopoiesis,

ver Maturana y Varela, 1984—. Durante la fllogenia, uno de los saltos cualitativos más

importantes en esta dirección fue la aparición de células y tejidos excitables,

2



particularmente la aparición de neuronas y sistemas nerviosos, los cuales tienen por

función, según la metáfora representacionista dominante actualmente (ver Maturana y

Varela, 1984), captar información, tanto del medio ambiente como del medio interno

del organismo, conducirla a centros de análisis e integración de muy variada

complejidad, pudiendo, una vez procesada dicha información, dar una respuesta a tal

diferencia percibida por vía de distintos sistemas efectores. La presencia de sistemas

nerviosos en la mayoría de los grupos animales muestra que fue una adquisición

evolutivarelativamente temprana en la fllogenia.

Sobre cómo funciona el sistema nervioso:
Sinapsis químicas, neurotransmisores y receptores

Las funciones y los funcionamientos del sistema nervioso son posibles gracias a

la capacidad de las neuronas que lo componen de recibir, conducir y transmitir las

perturbaciones que aquél maneja. Estas "señales" transportadas por las neuronas se

codifican básicamente en forma eléctrica y quimica. Los cambios eléctricos consisten

en variacionestemporadas en el potencial eléctrico entre las caras externa e interna de

la membrana plasmática, y esto se debe a modificaciones transitorias de la

permeabilidad de la misma a uno o más iones, pudiendo estas perturbaciones ser

conducidas a lo largo de la membrana de la célula nerviosa. Al llegar a la porción

terminal de una neurona (por ejemplo, el terminal axónico) la perturbación puede ser

transmitida a otra neurona eléctricamente por via de un contacto estrecho entre las

membranas plasmáticas (uniones “gap”), en las sinapsis eléctricas, o por la liberación

de un neurotransmisor, en la sinapsis quimica, que son las que nos ocuparán aquí. Una

vez liberado el neurotransmisor, atraviesa el espacio sináptico y se une a receptores



específicos ubicados en la membrana post-sinaptlaa, los que, al activarse, producen

modificaciones eléctricas o químicas en la neurona blanco.

La codificación química de los mensajes puede originar una señal hacia el

interior celular, en forma de acople a segundos mensajeros, o bien hacia otra neurona,

en forma de neurotransmisor, en las sinapsis. Esta estructura-proceso llamada sinapsis

es la base de la comunicaciónintemeuronal.

En la década del veinte, Otto Loéwi (Loéwi, 1921) realizó unas experiencias que

mostraron por vez primera la naturaleza quimica de la transmisión sináptlca (sinapsis

química), aimque también existen sinapsis de tipo eléctrico.

El modelo clásico de la sinapsis quimica enuncia que el potencial de acción

provocauna depolarización temporaria de la membrana presinaptica (que en el estado

estacionario se encuentra polarizada), y que permite la ocurrencia de una serie de

eventos que producen la liberación con modalidad cuántica de moléculas

neurotransmisoras a1 espacio sinaptico, para unirse luego a receptores especificos

ubicados en la membrana postsináptica. La activación de estos receptores inicia una

secuencia de carácter bioquíme y biofisico que resultará en cambios en la neurona

postsinaptlca. Este patrón secuencial de eventos se reproduce, a grandes rasgos, en las

distintas regiones del sistema nerviosode un organismo (central o periférico) e incluso

se ha conservadoen la historia filogenética.

El sistema nervioso se encuentra involucrado en las más variadas fimclones de

los organismos. Este sistema es capaz de coordinar e integrar los procesos vegetativos,

detectar estímulos ambientales, efectuar respuestas motoras y realizar procesos más

complejos como son el aprendizaje, la memoria y otros fenómenos cognitivos. Un

requisito necesario para poseer estas capacidades es su complejidad.



Una de las facetas más estudiadas del sistema nervioso es la transmisión

sinaptica. Este es un proceso clave en la comunicación interneuronal, y las tecnicas y

metodologías desarrolladas desde hace algunas decadas la hicieron posible objeto de

estudio. De hecho, la gran mayoría de los fármacos neuroactivos utilizados en la

terapéutica actúan a nivel de las sinapsis.

Existen criterios clásicos que son utilizados para definir a una sustancia como

neurotransmisor (De Robertis y De Roberüs, 1988), y que constituyen una piedra

fundamental en la neuroquímica:

o Debe encontrarse en el terminal nervioso.

o Debe ser liberado por estimulación nerviosa.

o Sus efectos deben parecerse a los producidos por estimulación nerviosa.

o En ensayos in vitro, sus efectos deben ser modificados por drogas específicas

(agonistas y antagonistas) en el mismo sentido y con magnitud similar que en la

situación in vivo.

o Debe ser inactivada después de su acciónen la transmisión sináptica.

Los neurotransmisores se liberan de las vesículas sinápticas que se encuentran

en la presinapsis y ejercen su acción sobre la membrana celular de la neurona

postsináptlca y, a veces, también sobre la presináptlca, interactnando con

macromoleculasproteicas especificas para el reconocimiento de dicho neurotransmisor,

los receptores sinapticos. Estos receptores se encuentran acoplados a algún sistema de

transducción celular, como son los sistemas de segundos mensajeros quimicos

—receptores metabotrópicos—, o bien pueden constituir ellos mismos un canal iónico y

producir cambios eléctricos por flujo de iones a través de la membrana neuronal —

receptores ionotrópicos—.



Se denominan agonistas a las drogas que provocanuna respuesta similar a la del

neurotransmisor endógeno, mientras que a las que previenen la acción de los agonistas

se las llama antagonistas; dichas drogas generalmente tienen su sitio de acción en los

receptores específicos. Mediante estudios farmacológicos, utilizando las

particularidades de dichas drogas, es posible caracterizar a los receptores en cuanto a

su localización, función y rasgos estructurales.

Laacetllcolina como neurotransmisor

Lo más cuñoso de la aeetilcolina es que hizo su
CH,

H,c—\N+—-cH—CH,—0—¿I:—CH aparición en la historia evolutiva mucho tiempo antes de/ ' ‘

CH' que lo hicieran los sistemas nerviosos y, por supuesto,

Am“ las sinapsisfimcionales. Se encuentraen taxonesmuy

diversos, en los vertebrados, pero también en bacterias, hongos y protozoos, los que

llevan un muy largo período de divergencia evolutiva. También se encuentra en los

vegetales, que carecen de sistemas nerviosos en su diseño. Estos organismos cuentan

con la capacidad de almacenada, así como con la maquinaria para su biosintesis y

degradación.

En los vertebrados la distribución de la aoetflcolina excede los límites del

sistema nervioso (se encuentra, por ejemplo, en la córnea, en alglmos epitelios ciliados,

en el bazo de los ung'ulados,en la placenta humana, ete), pero sus acciones y fimciones

más importantes y oonspicuas residen en las células nerviosas y musculares (ver Weiner

y Taylor, 1985).

Ubicándonos en un contexto historico, podemos decir que ya en 1914 Henry Dale

identificó a la acetilcolina como un posible mediador de ciertas fimciones fisiológicas,

imitando los efectos de la estimulación del nervio vago del corazón de la rana (Dale,
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1914). Posteriormente, en la década del veinte, Otto Loéwievidenció su liberación por

la estimulación del mismo nervio (Loéwi, 1921). La acetilcolina se convirtió de esta

forma en el primer neurotransmisor en ser identificado.

Durante decadas se supo que los receptores colinérgicospueden dividirse en dos

tipos principales, sobre la base de sus propiedades farmacológicas (Dale, 1914; para

una revisión más reciente ver Burgen, 1995). Los receptores sensibles a la toxina de la

planta de tabaco, llamada nicotina, fiieron denominados
HO CH

nicotínioos; mientras los sensibles a la toxina muscarina, del +/ ’
H C/\ /— CH,—N\—CH,

hongo venenoso Amanita muscarta, se llamaron muscarínicos. a ° CH,

Esta clasificación empírico-farmacológica resulto Mus A

sorprendentemente adecuada, al validanse luego por los estudios estructurales,

morfológicosy bioquímicos, y más recientemente, a nivel molecular.

En este contexto, pudieron dilucidarse los modos de acción farmacológica de

ciertas drogas ya conocidas desde la antigüedad, como la atropina y el curare,

resultando ser antagonistas selectivos para cada uno de los dos tipos de receptores:

muscarínicos y nicotinicos, respectivamente (Weiner y Taylor, 1985).

/c¡-|a Se encuentra entre los vegetales una gran cantidad de
N

h sustancias neuroactivas. La familia de las solanáoeas,eno CH,0H
o_g_¿H particular, posee especies con alto contenido de alcaloides

\ naturales de bajo peso molecular que actúan sobre el receptor

J /I muscarínico, como son la atropina (de Atropa belladona),

¿“OPINA pilocarpina (de Piloaupus jaborandi), escopolamina (de

Scopolia camiolica), hiosciamina (de Hyoscyamus ntger). Este es un ejemplo claro del

modo en que algunas biomoléculas, particularmente toxinas naturales, pueden ser de

utilidad en el estudio de los componentes y sus fimcionamientos en el sistema nervioso.
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Los receptores colinérgicos

Los receptores nicotínicos pertenecen a la superfamilia de receptores

ionotrópicos, esto es canales iónicos activados por ligando. Dichos receptores consisten

en subunidades proteicas que se ensamblan entre sí, atravesando la bicapa lipídica de

la membrana plasmática, formando un canal hidrofilico que puede comunicar los

medios acuosos extra e intracelular. En el caso del receptor nicotínico, cationes como el

Na+y el K"pueden fluir a través de dicho canal cuando la acetilcolina interacciona con

sitios ubicados en el lado extracelular del receptor. Luego de la disociación de la

acetilcolina del receptor, el canal iónicose cierra, de manera que en el estado de reposo

no existe movimiento de iones a través del receptor (Changeux y col., 1984).

Figura Intro-l
Esquemaquerepresentael mecanismopreferencialdeaooplamiento de los subtipos m2y m4 de
receptor muscarinioo, a través de proteínas G inhibitorias de la adenilato cíclasa. El efecto se
hace evidente cuando esta enzima se encuentra activada por acción de otro receptor.



Figura Intro-2
Esquemaquerepesentaelmecanismop'eferencialdeaooplamimtodelos subtiposml, m3 ymS de
receptor muscarínico, a través de proteínas G estímulatorias de la fosfolipasa C. La acn'vación de
esta enzima desencadena la cascada de metabolismo de fosfoinosítidos, diacílglioerol, proteína
quinasa C y aumento de Ca” intracelular.

A“AAr

íLos receptores muscarínicos pertenecen a los de tipo metabotrópico. Estos

receptores no contienen en su estructura un canal iónico,pero transducen la señal hacia

el interior celular a través de interacciones con proteinas de membrana que unen

nucleótidos de guanina (proteínas G) (Nathanson, 1987). Éstas, a su vez, interactúan

con enzimas como la adenflato ciclasa, la fosfolipasa C o con canales iónicos, por

ejemplo de K“. Por acción de la acetflcolina sobre el receptor muscarínico se alteran los

niveles intracelulares de segundos mensajeros quimicos, como el AMPc, GMPc y

fosfatos de inositol, fenómeno que involucra a las proteínas G (ver Figuras Intro-1,



'ÏÏ introduééióníses

Intro-2 e Intro-3). Comoevento posterior, pueden alterarse conductancias a iones como

K+y Ca“, como resultado de cascadas de procesos bioquímicos (ver Skok y col., 1989).

Figura Intro-3
Esquemaquerepresentaunmecanismopropuestodeaooplamientodelossubtiposty
m4dereoeptormuscafifim,auavésdepotemaquwmglüaríandimcmmemecanales
catióníoos.

Nomenclatura del receptor muscarínico

Resulta conveniente aclarar algunos aspectos en cuanto a la nomenclatura

utilizada comúnmente para los subtipos de receptores colinérgioosmuscarínioos, según

sea la discriminación farmacológicao génica (estructura primaria). Si se definen los

subtipos en cuanto a su perfil farmacológico (estudios de fijación específica y

funcionales en sistemas nativos), hablamos de receptores M1, Mg, Ma; si se lo hace
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desde un punto de vista de su estructura primaria (secuencia de aminoácidos),

hablamos de receptores m1, m2, m3, m4 y m5 (Birdsall, 1989; Hosey, 1992). Se puede

hacer una correspondencia parcial entre tales nomenclaturas (Tabla Intro-A) (ver

Hulme y col., 1990; Kenakin y col., 1992; Eglen y Watson, 1996).

TABLA Intro-A

Nomenclatura y farmacología de los subtipos de receptor muscurínico

Subtipo
Farmacológico M, M2 M3 ’M4? —

Nombres Mm M2“ M29 _ —
previos M2cardíaco M2glandular

Secuencna m1 m2 m3 m4 m5

N2

Ammoácldos 460 466 590 478 531

(humanos)

Efector Gq/l 1 Gvo Gq/l 1 G/o Gq/l 1

(proteína G)

Radioligandos 3H-plrenzepina 3H-AF-DX384 —

methoctramína hexahidrofluoro­

Antagonistas pirenzeplna AF-DX116 slladifenldol
selectivos telenzeptna gallamlna (no p-fluoroslla- tropicamida —

comp.) difenidol
himbacina

’El subtipo farmacológico M4aún no ha sldo claramente caracterizado.
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El camino en búsqueda de la estructura del receptor

En la década del ‘70 aún no era imaginada la estrecha relación existente entre

proteínas tales como el receptor B-adrenérgico,la rodopsina y el receptor muscarínico.

Con el desarrollo de tecnicas que posibilitaron el estudio de la estructura,

secuenciación y, posteriormente, el donado de proteínas, se evidenció dicha relación.

Estas moléculas, proteínas integrales de membranas biológicas, comparten

características comunes con la superfamilia de receptores metabotrópicos acoplados a

proteínas G. Están formadas por una sola cadena polipeptídica, con siete segmentos

hidrofóbicos con configuración a-hélice, que, se propuso, corresponden a porciones

transmembrana, unidos por tres segmentos extracelulares y tres intracelulares. Todas

estas proteínas poseen una estructura terciaria muy similar y un cierto grado de

homología; así, la bacteriorrodopsina sirvió en un principio como modelo para el

estudio de dicha estructura y para la comprensión de los mecanismos de acoplamiento

(Hall, 1987; Hulme y col., 1991). Como se observa en la Figura Intro-4, esta familia

posee siete segmentos transmembranales (TMl-TM7), tres segmentos

intracitoplasmáticos (Il-13) y tres extracelulares (El-E3), con el extremo C-terminal

intracelular y el N-tenninal extracelular.
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Figura Intro-4
Esquema que retresenta la estructura genera] de los receptores muscarlnicos,
coincidente con la de varios receptores metabotrópicos, con siete segementos
transmembranales ('I'Ml-TM7), cuatro emcelulares (El-E4) y cuatro inn-¿celularesaun

Desde 1986 comenzaron a clonarse los receptores muscarínicos; los primeros

fueron el cerebral y el cardíaco porcinos (m1 y m2 respectivamente), utilizando una

estrategia de búsqueda con sondas de oligonucleótidos en bibliotecas de cDNA(Kubo y

col., 1986a,b). Un año más tarde fueron identificados dos clones más, con una

estrategia similar (receptores m3 y m4) (Bonnet y col., 1987). Posteriormente, y junto

al hallazgo de un quinto gen (m5), se donaron la mayoría de los receptores

muscarlnicos de rata, porcino, ratón y humano (Bonnet, 1989; Hulme y 001., 1990,

1991). Comodato evolutivointeresante se puede mencionar la identificación y donado,

en los últimos años, de receptores muscarínicos también en insectos como Drosophlla

(ver Trimmer, 1995; Osborne, 1996), evidencia de su antigüedad fllogenética.



Distribuciónde los receptores

En cuanto a la distñbución predominante que presentan tales subtipos, se

realizaron determinaciones con tecnicas de “northern blot” con los siguientes

resultados (Hulme y col., 1990):

o m1 y m3: cerebro y glándulas exócrinas;

o m2: corazón y músculo liso;

o m4: distribución discreta en tejido neural;

o m5: no detectado.

Análogamente, utilizando hibridación in situ para discriminar la distribución

regional en secciones de cerebro de rata (Hulme y col., 1990) se observó:

o m1: localización telencefálica, particularmente abundante en corteza cerebral,

estriado e hipocampo;

o m2: encontrado en pequeñas cantidades en el septum medial, protuberancia y

tálamo;

o m3: al igual que m1, se encuentra predominantemente en el cerebro anterior, y

además en núcleos talámicos y del tallo cerebral;

m4: en corteza cerebral, estriado e hipocampo;

o m5: hallado en muy bajos niveles en hipocampo y en algunos núcleos del tallo

cerebral.
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Algunos sitios de acción de la acetilcolina en vertebrados y sus
rasgos funcionales

En vertebrados, los rasgos específicos de la transmisión colinérgica varían

marcadamente en sitios diferentes. Básicamente, los sitios de acción de la aoetilcolina

SOI]:

1.

2.

2*

Placas motoras del músculo esquelético inervadas por nervios motores somáticos. La

acetilcolina es liberada y se une a receptores nicotínicos presentes en las placas de

las fibras musculares, produciendo contracción muscular.

Sitios efectores del sistema nervioso autónomo, inervados por fibras parasimpáticas

post-ganglionares, que son músculo liso o bien, el sistema de conducción cardíaca

(nódulo sino-auricular, auricula, nódulo amiculo-ventiicular y sistema de His­

Purkinje). Principalmente mediadas por receptores muscarínicos, las acciones de la

aoetilcolina consisten en modificar las actividades intrínsecas eléctrica y mecánica

del músculo liso, pero no iniciadas.

. Células ganglionares simpáticas y parasimpáticas y médula adrenal, inervadas por

fibras preganglionares del sistema nervioso autónomo. La función puede ser tanto

muscarínica como nicotínica, así como excitadora o inhibitoria.

Ciertas sinapsis dentro del sistema nervioso central. El sistema colinérgico del

cerebro anterior se origina en las células del núcleo basal de Meynert o núcleo basal

magnooelular (dependiendo de la especie), que proyecta a toda la corteza cerebral.

Los ganglios de la base y las estructuras del sistema límbico presentan sinapsis

colinérgicas involucradas en funciones superiores del sistema nervioso central. La

neurotransmisión colinérgicacentral es predominantemente muscarínica, pero puede

ser en algunos casos nicotínica, con características distintas de la periférica.



Las neuronas colinérgicas presentan una distribución rostro-caudal,

principalmente en la base del encéfalo. La formación reticular medial romboencefálica

contiene elementos colinérgicos, así como el área tegmental lateral del romboencefalo

rostral (ver Nieuwenhuys, 1985), pero las agrupaciones de somas neuronales más

importantes se encuentran en la base del cerebro anterior. Se han discriminado cuatro

poblaciones en esta zona.-Chl-Ch4 (Mesulam y col., 1983a,b; 1984).

Chl corresponde a1 núcleo septal medial, alrededor del 10%de estas neuronas son

colinérgicas.

o Ch2 se refiere a la rama vertical de la banda diagonal de Broca, con un 70% de

neuronas colinérglcas.

Ch3 se ubica en la rama horizontal de la banda diagonal de Broca, con sólo un 1%de

neuronas colinérgicas.

Ch4 corresponde al núcleo basal de Meynert (Meynert, 1872; Kñlliker, 1896), el cual

yace en el medio de la substancia innominata, área vagamente definida, ventral al

globo pálido, con un 90%de neuronas colinérgicas.

Las neuronas colinérgicas que se mencionaron proyectan a diversas zonas del

cerebro, donde se hallan neuronas colinoceptlvas, implicadas en diversas fimclones:

Neuronas del los grupos Ch1-2-3 proyectan fibras que pasan por la estría

medular y el tracto L L ‘ ' * l J ' hacia la base del cerebro medio, donde

terminan en el núcleo interpeduncular y en el área tegmental ventral (Fibiger, 1982).

También las fibras que pasan por la estzria medular proyectan al núcleo medial

habenular (Gottesfeld y Jacobowltz, 1979).

Los grupos Ch1-2 también envían proyecciones al hipocampo (Lewis y Shute,

1967) por vía del fornix y terminan en el cuerno de Ammóny en la fascia dentada.

16



Neuronas colinérgicas de Ch2 dirigen también fibras hacia el hipotálamo. Las

de Ch3 proyectan hasta las capas externas del bulbo olfatorio.

Las neuronas colinérgicas del grupo Ch4 (anterolateral) por la vía ventral

amigdalofugal envian fibras hasta el complejo amigdalino (princlpalmente al núcleo

basal). El resto de Ch4 proyectan a todo el neocortex (Shute y Lewis, 1967; Divac,

1975; Kievit y Kuypers, 1975; Mesulam y Van Hoesen, 1976; Big] y col., 1982; Mesulam

y col., 1983a).

Farmacología de los receptores muscarínicos: otro problema inconcluso

Ol A principios de la decada del ‘80 se vio que lasH
N_­

[I É accionesmuscarínicasde la acetilcolinano podíanserN/ N / l explicadaspor la efistencia de un solo tipo de receptor. La

0

(¡3:0 primera explicación fue que los agonistas reconocian

¡1‘' distintos sitios, o bien cambiaban el estado del mismo

j receptor (Raskovskyyool.,1988). En particular, los estudiosde fijación específica del radiohgando antagonista 9H­

/
K

Pm considerados,sugiriendola existenciade al menos dos

N

CH' pirenzepina (“H-PZ) revelaron diferencias entre los tejidos

subtipos de receptores diferentes: M1,con afinidad relativamente alta para pirenzepina,

y M4,,con menor afinidad para dicho ligando (Hammer y col., 1980; Hammer y

Giachetii, 1982). Sin embargo, la utilización de otro compuesto, 4-difenil acetmd-metil

piperidina methiodide (4-DAMP),reveló la heterogeneidad de los llamados “M,” .en

corazón e fleo (Michel y col., 1989; Micheletti y col., 1990), por lo que se necesitó

postular la existencia de al menos tres subtipos de receptores muscarínicos para

explicar los datos; la clasificación Ml/Mg basada solamente en la afinidad por
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pirenzepina resultó prematura (Birdsall y col., 1983; Canlfleld y Straughan, 1983). El

descubrimiento y desarrollo de algunos otros antagonistas parcialmente selectivos

confirmóla idea de la existencia de tres subtipos de receptores muscarínicos definibles

farmacológicamente, que fueron denominados M1, Mg y Ms (para revisiones ver

Nathanson, 1987; Hulme y col., 1990; Caulfleld, 1993).

El panorama sobre la diversidad de subtipos se fue esclareciendo luego de la

aplicación de tecnicas de biología molecular, que revelaron la existencia de cinco genes

diferentes que codifican distintos subtipos de receptores muscarínicos (Kubo y col.,

1986a,b; Bonner y col., 1987). También así se trató de determinar la distribución de los

subtipos de receptores en áreas discretas del sistema nervioso, aunque en realidad se

determinó, sólo en algtmas áreas, dónde se producen o hay mensajeros para

determinada proteína.

Aún hoy se continúa intentando determinar la localización precisa de los

subtipos de receptores muscarínicos en el sistema nerviosocentral.

El esfuerzo se dirigió fundamentalmente al estudio de los roles fimcionales,

características y mecanismos de acción de los subtipos. La carencia de herramientas

farmacológicascon buena selectividad ha dificultado el avance en el desarrollo de estas

tareas, por lo que su búsqueda constituyó, en los últimos años, uno de los temas

principales de investigación en la neurotransmisión colinérgica muscarínica (Caulfield,

1993).

El objetivogeneral de las investigaciones en subtipos de receptores muscarínicos

consiste en asignar un rol particular o fimción en condiciones nativas (es decir en

sistemas naturales como células u órganos que normalmente los expresan). En los

últimos años surgió una cantidad apreciable de trabajos con experimentos

farmacológicosque utilizan como modelo experimental lineas celulares que no expresan
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receptores muscarínicos, transfectadas de tal modo que expresan establemente un tipo

particular de receptor. Esto soluciona el problema existente en tejidos y celulas

nativos, que expresan en general múltiples subtipos de receptor, con los

correspondientes múltiples sistemas de transducción de señales. Pero es riesgoso

asumir que los receptores expresados artificialmente en una línea celular posean

características idénticas a los nativos. Las secuencias aminoacídicas de los receptores

tienen sitios que pueden ser objeto de modificaciones postraduccionales (como

fosforilación y glicosilación) (Parker y col., 1991). También puede ocurrir que la

maquinaria bioquímica en este modelo experimental sea distinta cuali- o

cuantitativamente de la nativa, como por ejemplo los tipos de proteínas G involucradas,

enzimas efectoras, canales iónicos, etc.

La manera más directa y sencilla de discriminar subtipos de receptores en

sistemas nativos consiste en ver diferencias en las constantes de disociación de

equilibrio o cinéticas para antagonistas, a través de experimentos de fljaclón especifica

de radiohgandos, o sus afinidades aparentes, en experimentos funcionales. Las

constantes de disociaclón de los experimentos de fijación especifica pueden ser datos

útiles para las afinidades de los ligandos por el receptor, lo que luego debe ser

confirmado en ensayos funcionales en tejidos o células que expresen el receptor de

interés.

Desgraciadamente, la investigación sobre los receptores muscarinicos fue más lenta

que lo esperado por la carencia de antagonistas con alta selectividad, es decir con muy

alta afinidad por un subtipo y muy baja por el resto. Esto conduce a que en la

definición de un subtipo particular se incluyan varios valores de constantes de

disociación para distintos antagonistas más o menos selectivos (ver Buckley y col.,

1989; Hulme ycol., 1990; Caulfield, 1993).



La Tabla Intro-B muestra los valores de pKD de algunos antagonistas

parcialmente selectivos para los cinco receptores muscarínicos. Los datos incluyen

valores de estudios farmacológicosde fijación específica y fimcionales.

TABLA Intro-B

Valores de potencias de antagonistas parcialmente selectivos en experimentos de fijación
específica o en ensayos funcionales, expresadas como pKD(-log Ko).

Gen m1 m2 m3 m4 m5

Subtipo M1 M2 Ma M4 —
farmacológico

Compuesto
a/b 7.9-8.2 a/c 6.3-6.5 a/b 6.7-7.1 a/b 7.1-7.6

Pirenzepina c 8.1-8.5 b 6.7 c 6.6 c 7.7-8.1 b 6.2-7.1

a/b 6.4-6.7 a 5.9 a/b 6.6
AF-DX 116 c 6.9 7.1-7.2 c 6.6 c 7 b 6.6

a/b 7.1-7.6 a/b 7.8-8.3 a/b 6.36.9 b 7.4
Methoctramina c 6.5 c 7.9 c 6 a 7.8-8.1 b 6.9-7.2

c 7.6

a/b 8.9-9.2 a/b 8-8.4 a/b 8.9-9.3 a/b 8.9
4-DAMP c 8.6 c 7.8 c 9.1 c 9.4 b 9

a/b 7-7.2 a/b 8-8.3 a/b 6.9-7.4 a/b 8-8.5
Himbacina 7.2 c 8.5 c 7.6 c 8.5-8.8 b 6.3

b 7.2-7.7 a/b 6-69 a/b 7.8-7.9
pFHHSiD c 7.2 c 6 c 7.9 b 7.5 b 7

AF-DX384 b 7.3-7.5 8.2-9 b 7.2-7.8 b 8-8.7 b 6.3

a: estudios de desplazamiento de radiollgandos
b: estudios en receptores clonados en líneas celulares
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c: estudios funcionales

Datos revlsados por Caulfield(1993) y por Eglen y Watson (1996), de los trabajos: y col., 1991b;
Lazareno y col., 1990; Hulme y col., 1990; Lazareno y Roberts, 1989; Brown y col., 1980; Bemheírn y
col., 1992; Mitchelson, 1988; Caulfield y Brown, 1991; lambrecht y col., 1989a,b; Entzeroth y Mayer,
1990; Eglen y col., 1994.

Al analizar los datos de la Tabla Intro-B, se aprecia que no hay mayores

discrepancias entre las afinidades determinadas en estudios de fijación específica de

radioligandos y las afinidades aparentes obtenidas en los experimentos fimcionales.

Esto sugiere que las características de los sitios de unión de antagonistas reflejan las

características de los receptores acoplados correspondientes. Asimismo, no parece

haber grandes diferencias si se comparan los resultados obtenidos con receptores

donados (que se expresan en líneas celulares), con las afinidades obtenidas para los

nativos (Hulme y col., 1990; Eglen y Watson, 1996). Esto sugiere que no parecen existir

diferencias especificas en las modificaciones postraduccionales del receptor que afecten

la afinidad por la unión de antagonistas.

Acerca de cómo se reconocen los fármacos y receptores

En la mayoría de los casos, y para cualquier receptor, se considera que los

antagonistas compiten con los agonistas por el sitio específico (sitio agonista u

ortosterico), pero existen casos en que la evidencia señala la existencia de un sitio

alostérico (sitio cooperativo) en el receptor, el que puede ser ocupado por compuestos

con alta afinidad (Matsui y col., 1995).

En el receptor muscarínico está postulada la existencia de un sitio de tipo

alosterico, al cual se unen compuestos tales como la gallamina, methoctramina,

alcuronium, tacrina y McN-A-343(Mohr y Tra'nkle, 1994; Jakubík y col., 1995; Jakubík

y Tuéek, 1995; Hejnová y col., 1995; TuEek y col., 1995; Tuéek y Proéka, 1995). Dicho
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sitio alosterico puede evidenciarse por un decremento en la tasa de disociación de

radiohgandos competitivos, como aI-I-NMS(Hulme y col., 1990; Lee y El-Fakahany,

1991b; Jones y col., 1992; TuEek y Proéka, 1995). Los efectos alostericos se

evidenciaron tanto en receptores nativos (Stockton y col., 1983) como en donados (Lee

y El-Fakahany, 1991a). Los resultados parecen indicar que los receptores m2 son más

susceptibles a los efectos alostericos de la gallamina, que son vistos a concentraciones

por encima de 10 ¡1M(Tuéek y Proéka, 1995). Estos ligandos, que se han descripto

como cooperativos, también poseen una afinidad apreciable por el sitio agonista, donde

la interacción sería competitiva, lo que significa que, si el sitio alosterico altera la

acción del agonista (en un sentido fimcional), los efectos serían mixtos. Sin embargo,

existen casos como el reportado por Ehlert (1988), en que la inhibición de la actividad

de la adenilato cidasa por el agonista oxotremorina, en membranas de miocardio de

rata, se modifica por gallamina, tal que su acción puede ser explicada como un efecto

exclusivamente alostérico.

En resumen, se puede decir que existen evidencias sobre comportamientos que

no responden a la simple ley de acción de masas, especialmente con drogas como

gallamina y methoctramina, en experiencias bioquímicas y funcionales, aunque hasta el

momento no se haya podido probar la relevancia fisiológica del sitio alosterico en la

transmisión muscarinica.
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Desde hace mas de dos décadas, el desarrollo de/\ N
g! e / \\ radioligandos con alta especificidad y afinidad para el/ 0 i

_¿_0/\// receptormuscarínicoha sidomuyimportanteen la
aproximaciónal conocimientodel mismo(Sweetnamy

col.,1993).Lahistoriamuestramuchosreportessobre
BENZIIATO DE QUINUCLIDI'NA la identificación de sitios específicos muscarínicos en

muy variados tipos de células y tejidos (ver Nathanson, 1987; Hulme y col., 1991;

Canlfleld, 1993). Al comienzo, el radioligando más utilizado fue el benzilato de

quinuclidina tritiado (’H-QNB), antagonista de alta CH CH

afinidad y con baja constante de disociación,que se une, c: s
sin discriminar, a todos los subtipos de receptor \ IC?_<Ï:'OH

muscarínico(Yamamuray Snyder,1974a,b). La N-metil

escopolaminat1'itiada(aH-NMS)es otro radioligandocon V
características similares al anterior, pero con constante N-MEI'ILESCOPOIAMINA

de disociación algo mayor, y es utilizada muy frecuentemente como ligando equivalente

para todos los receptores muscarínicos. Otro antagonista no selectivo muy utilizado es

la mostaza de propilbenzilcolina tritiada (sI-I-PBCM),que se une en forma covalente al

receptor muscarínico, siendo esta unión irreversible.

Otro ando muscarínico de/\ ug
H l particular interés es la pirenzepina

C\
I \ CO,—CH,—CH,—N\

H CHrCHFCH. mencionan, fue el primer antagonista

m¡—CH,—C| tritiada (“H-PZ) que, como ya se

I/
V descriptocomoparcialmenteselectivopor

PROPnBENmCOUNA (montan)

un subtipo farmacológico de receptor, el
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llamado M1. La pirenzepina presenta alta afinidad por el receptor M1,y menor por el

denominado, en su momento, Ma. La 8H-PZ se une a los receptores muscarínicos

predominantes en corteza cerebral, hipocampo y ganglios (M1) con una afinidad

relativamente alta (ver Tabla Intro-B), mientras que en el corazón, glándulas y músculo

liso los receptores predominantes presentan una afinidad de un orden de magnitud

menor que los anteriores (Hammer y col., 1980; Hammer y Giachetti, 1982).

En 1987 se describió un compuesto H

derivadodelapirenzepinallamadoAF-DX116 N_CY\
(Michelettiy col.,1989;Mickalay col.,1996). \N%\N/K/

Este antagonistarevelóla heterogeneidad de los 9:0
¿H

llamados, hasta ese momento, receptores Ma, I ' /CH,—CHa

(N CH,-N\dado que posee mayor afinidad por los ‘ CH,—CHa

receptoresde corazón—ahoraM, propiamente V

dicho- que por los glandulares —a.hora Mg- AP-DXIIG

(ver Tabla Intro-B). Un análogo del anterior, ’H-AF-DX 384, con caracteristicas

pareadas, se usa como radioligando relativamente selectivo por los receptores Ma

(Miller y col., 1991; Aubert y col., 1992; Mickala y col., 1996). Otro compuesto ya

mencionado, la methoctramina, posee una mayor selectividad y potencia por el subtipo

Maque los compuestos antes citados (Qpaglia y col., 1991; Re y col., 1993; Caulfield,

1993).
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O
H INN-¿W
¿fo
NH

CHI

Ñ /CH,—CH,—CH,

a ¡ CHrCHrCH.

AF-DX 384

Entonces, un perfil que responde a una

alta afinidad por pirenzepina y ¡Jl-DAMP,

intermedia por para-fluoro-hexahidro­

siladifenidol (p-F-HHSiD; Lambrecht y col.,

1989a), y baja por himbacina, methoctramina

y AF-DXs es indicativo de receptores del

subtipo M1 farmacológico (ver Tabla Intro-B)

(Hulme y col., 1990; Caulfield, 1993; Eglen y

Watson, 1996).

Los receptores Mg son definidos usualmente por una alta afinidad por

methoctramina, himbacina y AF-DXs,con una baja afinidad por pirenzepina, 4-DAMPy

(p-F-HHSiD) (Caulfield, 1993; Eglen y Watson, 1996).

Los receptores M3tienen alta afinidad por 4-DAMPy p-F-HI-ISiD,y baja afinidad

por pirenzepina, methoctramina y himbaclna (Caulfield, 1993; Eglen y Watson, 1996).

Los receptores M. son definidos por poseer una afinidad de moderada a alta por

pirenzepina y alta por himbadna. Los otros compuestos parchlmente selectivos —

methoctramlna, 4-DAMP,p-F-I-IHSiD- tienen alta afinidad por estos receptores, lo

cual significa que no pueden utilizarse para distinguidos de Mgni de Ma (Caulfield,

1993; Eglen y Watson, 1996).

Los receptores m5 donados sólo han sido caracterIZados hasta el momento por

estudios de fijación específica con radiohgandos en células que expresan sólo ese

receptor. Datos de Dórje y col. (1991b) en receptores m5 humanos donados

expresados en células CHO, indican que algunos análogos de AF-DX 116, tales como

AF-DX 384, AQ RA-741 y AF-DX 250 podrían tener mucha menor afinidad por este

subtipo que por cualquier otro receptor muscarínico. Las características farmacológicas
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del producto génico m5 parecen diferir de la de los otros (Hosey, 1992).

Recientemente, en el sistema de expresión de células Sf9 de insecto infectadas con

baculovirus, Guo y col. (1995) mostraron que la prometazina fue 4 a 7 veces selectiva

por este receptor. Aún no se ha establecido si esto es verdad en un sistema de

expresión de mamíferos.

Aún no se determinaron las consecuencias funcionales de la activación de este

subtipo en condiciones nativas (Hosey, 1992). Lo que se sabe es que es el único subtipo

expresado en la sustancia nígra, y parece posible que allí medie los efectos

estimulatorios de los agonistas muscarlnicos en la liberación de dopamina (Weiner y

col., 1990). Últimamente se determinó que el receptor muscarínico que media la

contracción del íleo aislado de pollo podría representar un correlato fimcional del

producto génico de m5 (Darroch y Mitchelson, 1995; Eglen y Watson, 1996).

Un dato importante, a esta altura del analisis de los receptores muscarinicos, es

que las características farmacológicas de cada Subtipo parecen indisting'uibles entre

distintas especies biológicas (Caulfield, 1993; Eglen y Watson, 1996). Asi, existen

reportes de afinidades muy similares, tanto en fijación específica de radioligandos

como en estudios funcionales, en receptores humanos donados (Dólje y col., 1991c) y

nativos de rata y de conejo (Lazareno y col., 1990).

En resumen, dados los rangos en los valores de las constantes de disociación

para un mismo antagonista reportados por diferentes grupos, se evidencia la limitada

selectividad que exhiben los antagonistas. Por ello resulta dificil discriminar que

subtipo de receptor está involucradoen cada respuesta. El panorama se complica aún

más porque casi siempre se emresa más de un subtipo en cada región y múltiples

subtipos pueden, o no, acoplarse a una misma respuesta (Eglen y col., 1987; Kenakin y

col., 1992; Richards y van Giersbergen, 1995).
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Una aproximación alternativa a1 problema consiste en el uso de antisueros

selectivos. Según lo expresado por Levey y col. (1991; Levey, 1993), éstos serían

exquisitamente sensibles para cada subtipo, aunque la distribución de cada subtipo no

siempre coincide con la determinada mediante la fijación específica de radioligandos.

Los mismos autores plantean que esto podría deberse a la pobre selectividad de los

ligandos utilizados, especialmente en los estudios que estiman proporciones entre los

subtipos Ma y M. Posiblemente también deban refinarse los métodos

inmunohistoquímicosque se utllizan en la actualidad

Debido a los estudios de biología molecular, la caracterización de las diferencias

entre subtipos del receptor puede ahora ser extendida más allá de las relaciones

estructura-actividad de los antagonistas, para incluir elementos clave de la estructura

del receptor que especifican características distintivas y que pueden resultar en cierta

selectividad por antagonistas.

Así se sabe que la unión de antagonistas y agonistas probablemente involucreun

cierto número de residuos aminoacídicos ubicados en una hendidura formada por las

secuencias transmembranales del receptor (ver Discusión General). Además, las

moléculas agonistas y antagonistas poseen una parte catiónica (que sería análoga al

nitrógeno cuaternario de la acetilcolina) que forma un puente iónico con un residuo

aspartato (105) en la tercera hélice transmembranal (TMHI), conservado en los cinco

subtipos de receptor, así comoen todos los receptores de aminas catiónicas, y al cual se

unen los análogos de la propilbenzililcolina (Curtis y col., 1989; Jones y col., 1992). La

quinta hélice transmembranal ('IMV) posee conservados también dos residuos de

alanina, las que se sugiere serian homólogas a dos serinas presentes en el receptor B­

adrenérgico, que formarían puentes de hidrógeno con el grupo catecol OH de la

27



noradrenalina. Análogamente, estas dos alaninas podrían participar en la interacción

del receptor con el grupo metilo de la acetflcolina (Hulme y col., 1993).

En un análisis ulterior se discriminaron varios residuos aminoacídicos

conservados, con posibilidad de intervenir en la unión de la acetilcolina al receptor.

Éstos se encuentran en las regiones iransmembranales TMV(dos residuos de treonina),

ÏMVI (una tirosina y una asparragina) y TMVII (dos tirosinas). Los residuos

mencionados podrían actuar como donores/aceptores en uniones puentes de hidrógeno

y se encuentran conservados, varios de ellos únicos en los receptores muscarínicos

(Hulme y col., 1993).



Ofidios. o los fabricantes de toxinas

Las serpientes (Clase Reptilia, Orden Squamata) hicieron su aparición en el

escenario evolutivo durante el período cretácico, hace aproximadamente 100-120

millones de años, aunque las serpientes venenosas son de aparición relativamente

tardía.- en el miooeno, hace menos de 30 millones de años (Harris, 1991). Según

distintos criterios, las aproximadamente 3200 especies de ofidios pueden agruparse

entre 11 y 13 familias, aunque las aproximadamente 1300 especies de serpientes con

venenos pertenecen sólo a 5 familias: Elapidae, Hydrophiidae, Viperidae, Crotalidae y

Colubridae (Harris, 1991; Hider y col., 1991).

Es bien sabido que los venenos de ciertos ofidios constituyen fuentes ricas en

sustancias que afectan la neurotransmisión en forma especifica.

La familia que aquí nos interesa es Elapidae, caracteristica de serpientes

venenosas y con representantes en las tres Américas, África, Asia y Oceania, y a la cual

pertenecen las cobras, “kraits”, corales y mambas (ver Figura y para más detalles

Mengden, 1983; Endo yTamiya, 1991).
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Familia Subfamflh Género

Bungarinl __¡ Bungarus
(cobras asiáticas)

fungarlnae iAspldelaps
‘Boulengen'na/ yDendroaspis

“¡nm LElapsoídea
(cobrasafroasláticas) HO'ZQChatus

l EOphiophagus
/ Paranaja

/ Pseudohaje
Elapidae \ I Walten‘nnesia

\

\ Call/ophís
v Elapini ­\ . Leptomicrurus

‘ le . .

\,\ Smazfiwms MI_cmroIdes
\\ t MICIUIUS

‘Elflpim —> Maticorlni IMaticora(coralessud-asiáticas) Pamplstocelamus

Laucaudlnl
(lanus marinas)

—-—l Laficauda

("kraits")

(cobras "nariz dc escudo")
cobras de agua)
mambas)
culebras africmws)
cobras "ringhals'?
cobras)
cobra '

(cobra de madriguera)
(cobras arbóreas)
(cobra del desierto)

AAA.-A

(corales asiáticas)
(corales)
(coral de Arizona)
(corales)

(corales)
(serpiente de Hunger)

("krm'ts‘ nmrinas)

Los venenos de las mambas están entre los más estudiados, debido a las

interesantes acciones neurotóxicas de sus componentes. Existen cuatro especies de

mambas, todas del continente africano y pertenecientes al género Dendroaspts: la

mamba negra (D. polylepts), la mamba verde occidental (D. virtdis), la mambo.verde

oriental (D. angusticeps) y la mambo.de Jameson (D.jamesoni).
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DOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO...

Una pequeña introducción general

Mamba verde oriental (Dendroapis angusticeps)

El veneno de D. angusticeps es aproximadamente diez veces menos mortal que

el de las otras tres mambas, y esto sugiere que posee diferencias cualitativas y/o

cuantitativas en cuanto a 1a composición de toxinas en su veneno (Harvey y Karlsson,

1982, 1984); no obstante, en algunos casos se pueden encontrar toxinas homólogas

presentes en los otros venenos.

El veneno de la mamba verde oriental (Dendroaspis angusticeps) tiene efectos

diversos sobre la preparación de placa motora de músculo esquelético a distintas

concentraciones: a bajas concentraciones el veneno incrementa la amplitud de las

contracciones fásicas evocadas indirectamente por la estimulación del nervio; a

concentraciones intermedias reduce la sensibilidad a la acetflcolina, es decir que hay

signos de bloqueo de los receptores nicotínicos; a concentraciones más altas inhibe la

contractilidad y causa daño muscular (Harvey y Karlsson, 1980; 1984). Desde
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principios de la década del ‘80 varios grupos han realizado diversos estudios de

individualiZación y aracterización y lograron hallar péptidos que producen efectos

discretos en las sinapsis. Entre otros componentes se han encontrado toxinas que

afectan la neurotransmisión en algún nivel:

1. Toxinas facilitatorlas de la neurotransmisión, que incrementan la liberación de

acetflcolina en respuesta a la estimulación del nervio, por bloqueo de anales de K"

dependientes de voltaje presentes en el terminal nervioso. Fueron llamadas

dendrotnflnas (D'Tx) (Harvey y Karlsson, 1980, 1982, 1984; Harvey y Anderson,

1985; Harvey, 1991).

2. Toxinas anticolinesterásias, inhibidoras irreversibles de la acetilcolinesterasa

(AChE), selectivas por algtmos tipos de enzima. Fueron denominadas fasciculinas

(FAS)por producir fasciculaciones de las fibras musculares (Rodríguez-Ithurralde y

col., 1983; Karlsson y col., 1984, 1985; Dajas ycol., 1988).

3. Toxinas bloqueantes de anales de Ca“, selectivas por el tipo L de anales. Se

denominaron alciseptlnas (De Weilley col., 1991).

4. Toxinasmusarínias (MTX),de las que se ocupael presente trabajo.

Con fines ilustrativos, en el siguiente esquema se pretende dar una imagen

global sobre la adstencia de toxinas de origen animal, mostrando ejemplos de toxinas

que presentan accionessobre componentesdel sistema nervioso,es decir, sobre anales

iónicos,receptores de neurotransmisores y meanismos enzimáticos:
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NEUROTOXINAS

SOBRE RECEPTORES
A NEUROTRANSMISORES

I

Í

] I á SOBRE MECANISMOSMATICOS
COOUNÉRÏCCLOSGABAÉRGlOOS ADRENÜRGICOS GLUTMTERGICOS

m1 muak. b-R'IX ¡fiin
‘. , ¡“FI WI
i :W 'w' FOSFOLIPASAS—mi m

SOMBENCANALES aunar- ¡hanl ¡cos m W
I Im

ACETILCCIJNESTE
fundan.

Toxinas que actúan sobre el receptor mascar-¡nico

A fines de la década del ‘80 un grupo de investigadores descubrió que el veneno

de D. angusttceps es capaz de inhibir la fijación específica del radioligando

muscarínico aH-QNB a membranas de corteza cerebral (Adem y col., 1988). Por

métodos cromatográflcos lograron aislar dos péptidos de aproximadamente 7000 Da,

que inhibieron parcialmente la unión de aH-QNB,lo que llevó a pensar en una posible

selectividad de los mismos por algún subtipo de receptor muscafinico. No existían

evidencias previas de este hecho. Para el receptor nicotinico, en cambio, si se habían

encontrado toxinas específicas en los venenos de cobras, mambas y serpientes marinas,

las a-toxinas. La estrategia utflizada para el aislamiento de las toxinas muscarínicas se
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basó en las propiedades de tamaño (filtración en gel), de carga (intercambio iónico) e

hidrofobicidad (HPLC), encontrándose en el último paso de purificación dos picos con

actividad muscarínica, correspondientes a los dos péptidos, cuya homogeneidad fue

corroborada por HPLC (Adem y col., 1988). Estas proteínas fueron bautizadas MTxl y

MTx2,por “muscarinic toxins”, y se enumeraron de acuerdo al orden de elución en el

paso cromatográfico en el cual ambas se separan.

Inmediatamente nuestro grupo comenzó a trabajar con estas toxinas, analizando

sus particularidades farmacológicas. Se vio que eran capaces de inhibir parcialmente

la fijación del radioligando no selectivo 8H-QNB,en mayor medida en membranas

sinaptosomales de corteza cerebral (50%)que de tallo cerebral (20%). Sumada a esta

evidencia se observó que la inhibición de la unión del radiohgando parcialmente

selectivo aH-PZ resultó casi total, lo que sugirió que estos péptidos podrían unirse

selectivamente al subtipo farmacológico de receptores muscarínicos M1, con mayor

afinidad por PZy más abundantes en la corteza que en el tallo cereme (Jerusalinsky y

col., 1992a).

En un primer análisis estructural de estas toxinas, se reportó que estaban

formadas por 64 aminoácidos MTxl y 63 MI‘x2, con pesos moleculares calculados a

partir de su composiciónde 7201 y 6839 Da, respectivamente, y sin grupos sulfhidrilos

libres (Adem y col., 1988; Jerusalinsky y col., 1989a,b). Posteriormente, a principios

de esta década, se han realizado sus secuenciaciones. MTx2 fue secuenciada por dos

grupos en forma independiente y utilizando diferentes estrategias. Ducancel y col.

(1991) dedujeron la forma precursora de MTX2a partlr de un clon de CDNAobtenido

por búsqueda con una sonda de secuencia conocida a partir de datos previos, en una

biblioteca de cDNA de RNA mensajeros de la glándula del veneno de la serpiente.

Karlsson y col. (1991) procedieron a la purificación de MTx2a partir del veneno y luego



kÚnafpequeña introducción general

realizaron su secuenciación aminoacídica por métodos químico-orgánicos. Ambos

grupos llegaron a los mismos resultados. La toxina MTx2 tiene 65 aminoácidos con 8

residuos de cisteína, que presumiblemente forman 4 puentes disulfuro. Es llamativa la

semejanza de esta toxina con otras también presentes en el veneno de elápidos, como

son las a-toxinas curaremiméticas de cadena corta, las dendrotoxinas, las fasciculinas y

las citotoxinas.

i Figura Inn-0.5
Estructura de las toxinas "three

fingered", entre las que se
encuentran las oc-neurotoxinas

curaremiméticas, las
dendrotoxinas, las fasciculinas

y las toxinas muscarínicas.
Las moléculas presentan 4

puentes dísulfuro, que forman
una región "core". Las zonas
intermedias se pliegan para

formar tm: "loops", que
confieren un aspecto de "tres

dedos".

2Q

Este conocimiento lleva a la idea de la existencia de una superfamilia de

péptidos presentes en los venenos‘delas serpientes de esta familia, todos con el mismo

tamaño aproximado, con el miSmopatrón de puentes disulfilro y el mismo plegamiento.

La Figura Intro-5 esquematiza la estructura terciaria de estas toxinas, análoga a las a­
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neurotoxinas bien conocidas, con 3 “loops” adyacentes ricos en estructura secundaria

en hoja B-plegada y conectados a un pequeño corazón globular con los mencionados

puentes disulfuro. Posteriormente, se ha determinado con mayor precisión la

estructura tridimensional de la toxina MTx2 por tecnicas de resonancia magnética

nuclear y modelado molecular (Ségalas y col., 1995a), conflrmándose esas

apreciaciones.

No obstante la homología existente entre esta variedad de toxinas, las Msz

reconocen a los receptores muscarínicos, mientras que las a-neurotoxinas reconocen a

los nicotínicos y ambas derivarían de un gen ancestral común.

Las toxinas curaremiméticas poseen 13 residuos conservados y se postuló su

importancia como sitio de unión al receptor nicotínico; sólo dos de esos aminoácidos se

encuentran en la secuencia de MTxl y MI‘x2, y esta característica conferir-ía su

diferente especificidad (Ducancel y col., 1991; Karlsson y col., 1994).



Métodos

Materiales



7piéa 7000 Da liofilizadn

Bio-Rex 70
gradiente AmOAc

pH 7.3

l primer nico MTX! v IWTXZ

SP-Sephadex C-ZS
gradiente AmOAc
0.05 M, pH 5.2 vs

1.o M, pH 6.5

SP-Sephadex C-25
gradiente AmOAc
0.01 M, pH 7.0 vs

0.5 M, pH 7.0

dos picos con actividad nluscurinica

El veneno liofolizado de Dendroaspís

angusticeps se obtuvo de Jabria, B. V.,

Harderwijk, Holanda. El procedimiento general

utilizado para aislar las fracciones con actividad

musoarínica fue descripto por Karlsson y

colaboradores (Adem y col., 1988). El veneno se

disolvió en acetato de amonio (AmOAc)0.10 M,

pH 6.9, se filtro en gel Sephadex G-50

(Pharmacia-IKB, Biotechnology, Suecia) en el

mismo bufl‘er, y los tubos del pico de proteína

conteniendo los péptidos que eluyen con los

pesosmolecularescercanosa7000Da,secolectó

junto y se liofilizó. F11esta fi'acción también

están presentes algunos polipépüdos

neuroactivos, tales como las dendrotoxinas

(Harvey y Karlsson, 1980) y las fasciculinas

(Rodl‘íguez-Ithun'aldey 001.,1983).

Elpasopnóximofiietmacromatogmfiade

intercambio caüónico en Bio-Rex 70, 400 mesh

(Bio Rad Laboratories), equilibrada con AmOAc

0.20 M, pH 7.3, y luego la'vada con 100 m1 de

AmOAc0.03 M, pH 7.3. La muestra se disolvió

en el mismo buffer para su aplicación a la
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columna, la cual se lavó subsecuentemente con 100 ml de bufl'er AmOAc0.03 M, hasta

que el registro aloanzara la línea de base, antes de la aplicación de un gradiente de

concentración de AmOAca pH 7.3 para el aislamiento de los diversos péptidos. Las

Msz no se unieron al intercambiador catiónioo bajo estas condiciones, y así las

fi'aocionesexcluidas fueron colectadas juntas y liofilizadas.

Los dos pasos siguientes de cromatografia de intercambio catiónico se realizaron

acorde con el procedimiento original, con ligeras modificaciones (Adem y col., 1988).

Los gradientes para los pasos de cromatografía de baja presión se formaron con un

mezclador de gradientes Ultrograd (LKB,Bromma, Suecia). La fracción del Bio-Rex70

se disolvió en AmOAc0.05 M, pH 5.2, y se sembró en una columna SP Sephadex 025,

equilibrada con el mismo bufi'er. Se eluyó con un gradiente lineal de AmOAc,de 0.05

M, pH 5.2, hasta 1.0 M, pH 6.5, como se describe en la Figura I-1 del capítulo I de los

resultados. Las fracciones del pico proteico que mostraron actividad muscarínica

fiieron colectadas juntas, se ajustó el pH a 7.4 con NI-LOH1 M y luego se liofilizaron.

Esta muestra fue sometida a un segundopaso en SP Sephadex 025, equilibrado

con AmOAc0.01 M, pH 7.0; se eluyó con un gradiente lineal de AmOAc,de 0.01 M, pH

7.0, hasta 0.5 M, pH 7.0, como se muestra en la Figura 1-2 de Resultados. Dos picos

proteioos correspondientes a las supuestas Msz y designados MTxl y MTx2, de

acuerdo con su orden de elución, mostran la actividad muscarínica que luego se

describirá.

La pureza de las fracciones aisladas se corroboró por HPLC en fase reversa (RP),

usando una columna Bakerbond WP-Butyl(C0, 4.6 x 50 mm (J. T. Baker Co., U. S. A),

realizando un gradiente lineal de AmOAc 0.1 M (Buffer A) hasta AmOAc 0.1 M/2­

propanol 40%(Bufi'erB) para la elución de las muestras, como se describe en la Figura

I-3 de Resultados.
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Determinación de aminoácidos

Muestras de MTxl y MTx2 se hidrolisaron con HCl 6 N en fenol a 110°C por 24

hs. Los hidrolisados se procesaron en un autoanalizador Beckman con medición de

absorbancia en u.v., para calcular las relaciones molares y, por aproximación, el número

entero más cercano fue considerado el más probable.

El análisis de la secuencia N-terminal de MTx2 se realizó usando un

secuenciador automático de fase gaseosa (Applied Biosystems Protein Sequencer 477).



PREPARACIÓN DE MEMBRANAS PARA LOS ENSAYOS DE FIJACIÓN
ESPECIFICA

Preparación de membranas sinaptosomales de corteza cerebral, tallo
cerebral, hipocampo y estriado

Se prepararonEstructura cerebral
(corto/,21.hipoc; l|)(). tallo. estriado)

membranas sinaptosomales

Homogeneízación
20 vol sacarosa 0.32 M

crudas de las estructuras

cerebrales de rata mencionadas,
llonmgonnto

Siguiendoel procedimiento

Cemrífugación
1000x g- 10min Original de De Robertis y

colaboradores (De Robertis y
Soln' ¡mulatth

col., 1966), con algunas

10000x g _45min modificaciones. El tejido se

homogeneizó en 20 volúmenes

de sacarosa 0.32 M en
Shock hipoosmótico
- Cenuifilgación
10000 x g - 45 min

homogeneizador con potter deS°brenadanteC .
vidrio y vástago de teflón, en

tres o cuatro operaciones de
Resuspensión
en buffer diez bajadas cada una. El

homogenato se centrifugó a
Suspensión (lo munln'anns

1000 x g durante 10 min, siendo

descartado el pellet. El sobrenadante se centrifugó nuevamente, esta vez a 100000 x g

durante 11-5min. El pellet resultante se resuspendió en 20 volúmenes de bufl'er P03,

K“, Na" 50 mM, pH 7.4 y se centrifugó nuevamente con las mismas condiciones

anteriores. El pellet resultante de esta segunda bajada se resuspendió en el mismo
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buffer, de manera tal de obtener una concentración de proteínas alrededor de 3-4

mg/ml, determinada por el método de Lowry (Lowry y col., 1951). La suspensión de

membranas sinaptosomales se guardó alicuotizada a -70°Chasta su utilización.

Preparación de membranas de conducto deferente

Se prepararon membranasConduclo (Icl'cronlc

de conducto deferente de rata
Homogeneización
UltraTlmax - bufler
Homogcneizador

para los ensayos de fijación

específica de radioligandos.
Ilomogcnzllo

Luegode disectar los conductos
CentñfiJgación
27000Xg_40min deferentes se homogeneizaron enSobreman«. _

H Ultra Turrax a velocidad medianal’c el

en bufl'er Tris-HCI 50 mM, MgClg
Centn'fugación
27000xg_40min mM, 7.4 0buffer P03, K+,Sobrenadanted

l H Na+50 mM, pH 7.4 y luego’c cl

. homogeneizados en
Resuspensnón
en buffer ­
F] l homogeneizador con potter de

vidrio y vástago de teflón. El

homogenato se centrifilgó a 30000
Suspensión (lo ¡nonllmnms

x g durante 40 min y el pellet se resuspendió y volvió a centrifilgar en las mismas

condiciones. Luego de resuspender el pellet, se filtró a través de gasa y se lo llevó al

volumen correspondiente para obtener una concentración de proteínas de alrededor de

0.3-0.7 mg/ml, determinada por el método de Lowry (Lowry y col., 1951). La

suspensión de membranas se usó el mismo día en los ensayos de fijación específica de

radioligandos.
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Preparación de membranas de páncreas

Se prepararon membranasPáncreas

de páncreas de rata para los
I-bmogencización 10 vo]
sacarosa0.3M- enSayos de fijación específica.
aprotirúrla-bacitmcina

Luego de disectar el páncreas se

“0"‘0891‘3‘0 homogeneizó en 10 volúmenes de

sacarosa 0.3 M, aprotinina 1.1Centrífilgación
1000 x g - 10 min

TIU/ml, bacitracina 100 pM. El

s’hre'mdan‘c homogenato se centrifugó a 1000 x

g durante 10 min y al sobrenadante
30000 x g - 30 min

se le agregó bufier P043, K“, Na+50

P““°‘ mM, MgCl2 2 mM, aprotim’na 0.55

TIU/ml, baciü‘acina 100 11M,BSA

0.5%, pH 7.4 y se lo centrifugó a

30000xgdurante30min. ElSuspensión de mcmln'anns

pellet se resuspendió en el mismo buffer, de manera de obtener una concentración de

aproximadamente 2 mg/ml.

Determinación de proteínas

La determinación de la concentración de proteínas se realizó según el método de

Lowry (Lowry y col., 1951). Como patrón se utilizaron curvas estándares utflizando

soluciones de albúmjna de suero bovina (BSA,Sigma).
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RECEPTORES MUSCARÍNICOS CLONADOS:

Con el fin de evaluar la posible selectividad de las toxinas, utilizamos subtipos

puros de receptores muscarínicos humanos de dos fuentes:

o subtipos m1 y m2 de receptor producidos en células Sf9 de insecto infectadas con baculovirus

recombinante. purificados y reconstituídos en membranas artificiales (Parker y col.. 1991),

obtenidos por gentileza del Dr. Gabriel Berstein (Univ. Texas).

Esta preparación fue homogeneizada en vidrio-teflon con bufier P03, K“,Na"50

mM pH 7.4 y diluída hasta obtener una concentración de 0.08 mg de proteina/m1 para

el subtipo m1 y de 0.055 mg de proteina/m1 para el subtlpo m2. Se utilizaron alícuotas

de 0.5 m1para los ensayos de fijación de radioligandos.

o subtipos m1, m2, m3, m4 y m5 de receptor expresados en membranas de células Sf9 de

insecto infectadas con baculovirus, comprados a BioSignal Inc. (Montreal, Canadá).

Este tipo de preparación fue diluido. en bufl'er TrisHCl 50 mM, MgClg10 mM,

EDTA1 mM pH 7.4, sin necesidad de homogeneización, hasta obtener concentraciones

de 0.02 mg de proteína/m1 para el subtipo m1, 0.01 mg de proteína/ml para el subtipo

m2, 0.025 mg de proteína/m1 para el subtipo m3 y 0.01 mg de proteína/m1 para el

subtipo m4. Se utilizaron alícuotas de 0.5 ml para los ensayos de fijación de

radioligandos.



ENSAYOS DE FIJACIÓN ESPECIFICA=

Estos ensayos se basan en la especificidad que poseen ciertas moléculas, en

general marcadas radioactivamente, de unirse a blancos moleculares deseados, con lo

se puede determinar sus características a1 unirse (Bennet, 1978; Yamamura y col.,

1978; Bennet y Yamamura, 1985). Pueden dividirse en dos tipos:

o Experimentos de equilibrio:
Curvas de inhibición

Curvas de saturación

o Experimentos cinéticos:
Curvas de asociación

Curvas de disociación

Experimentos de inhibición

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alícuotas de receptores

puros con una concentración constante del radioligando, cercana a su valor de KDy se

van agregando concentraciones variables de la droga fria, la que actúa como inhibidor.

Los pasos seguidos pueden enumerarse:

1. dilución de las membranas o receptores puros en el bufl'er correspondiente y

hasta su concentración adecuada.

2. siembra de las alicuotas correspondientes en cada caso en tubos de ensayo.

3. agregado de concentraciones crecientes de la droga fi‘ía (inhibidor) por

duplicado. Se preparó también un juego por quinürplicado sin la adición de la droga

fría, destinándose tres tubos para determinar la unión total del ligando y dos para la

unión inespecíflcrr(con exceso de droga fría). La unión específica se estimó sustrayendo

el valor de la unión inespecíflca de la total.
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4. agregado a todos los tubos de la concentración adecuada del radioligando.

5. incubaciónde los tubos a la temperatura y durante el tiempo adecuados.

6. finalización del ensayo diluyendo el contenido de cada albo con 5 ml del

mismo bufler a 4°C e, inmediatamente filtrado a través de filtros de fibra de vidrio

(Whatman GF/B) en un aparato Millipore con bomba de vacío. Los filtros se lavaron

tres veces con el mismo buffer y se colocaron en viales para uso en contadores de

centelleo líquido.

7. secado de los filtros en estufa.

8. adición de 3 ml de PPO-xileno (5 g/l) y lectura de cada muestra en un

especu'ofotómetro de centelleo líquido.

Experimentos de saturación

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alícuotas de receptores

puros con concentraciones variables del radiohgando, en presencia o ausencia de una

concentración fija de la droga que actúa como inhibidor.

Los pasos 1-2son idénticos a los del ítem anterior.

3-4. agregado de concentraciones crecientes de radioligando por sextuplicado,

destinándose dos tubos para la unión total, dos para la inespecífica y dos para la total

mas el agregado de la droga inhibidora.

Los pasos 5-8 son idénticos a los del item anterior.

Experimentos de asociación

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alícuotas de receptores

puros con una concentracióndeterminada de radioligando, durante períodos variables.
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Los pasos 1-2son idénticos alos de los ítems anteriores.

3-4. agregado de una concentración determinada de radioligando por triplicado,

destinándose dos tubos para la unión total y uno para la inespecíflca.

5. incubación de los uibos durante tiempos variables.

Los pasos 6-8 son idénticos a los de los ítems anteriores.

Experimentos de disociación

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alícuotas de receptores

puros con una concentracióndeterminada de radioligando durante el período adecuado,

para luego disociarlo durante períodos variables.

Los pasos 1-2son idénticos a los de los ítems anteriores.

3-4. igual a1ítem anterior.

5. incubaciónde los tubos a la temperaüua y durante el tiempo adecuados.

6. comienzo de la disociación con el agregado de atropina 250 uM. Filtración de las

muestras a tiempos variables.

7-8. igual a los ítems anteriores.

Radioligandos

Se realizaron experimentos de fijación especifica de radioligandos (Yamamura y

col., 1978; Bennet y Yamamura, 1985), la mayoría muscarínicos. Varios de estos

marcadores se utilizaban cotidianamente en el laboratorio antes del desarrollo de este

trabajo, otros, en cambio, se utilizaron por vez primera, para los cuales fue necesario

desarrollar la serle de pruebas para establecer las condiciones óptimas de los ensayos
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(tipo de buffer, concentración de membranas o de receptor, tiempo y temperatura de

incubación, etc).

Los radioligandos utilizados en este trabajo fueron:

Antagonistas muscarinicos no selectivos:

o Benzilato de quinuclidina tritiado (BH-QNB)(NEN, 45.4 Ci/mmol)

o N-metil escopolamina tn'tiada (3H-NMS) (NEN, 79.5 Ci/mmol)

Antagonista muscarínico no selectivo e irreversible:

o Propilbenzililcolina, mostaza tn'tiada (BH-PBCM)(NEN, 74 Ci/mmol)

Antagonistas muscarínicos parcialmente selectivos:

o Pirenzepina tritiada (BH-PZ)(NEN, 86.2 Ci/mmol)

o AF-DX 384 tn'tiado (BH-AF-DX384) (NEN, 118.5 Ci/mmol)

Antagonista adrenérgico parcialmente selectivo:

o Prazosin tritiado (3H-PRZ) (NEN, 71.8 Ci/mmol)

Condiciones de ensayo

Las condiciones utiliZadas en los emerimentos dependieron del tipo de

mdioligando y del tipo de preparación del receptor (es decir, receptor nativo en

membranas sinaptosomales u homogenato,o receptores donados puros incorporados en

membranas artificiales).
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Membranas sinaptosomales de corteza cerebral. tallo cerebral, hipocampo y estriado:

En estas preparaciones se utilizaron las siguientes condiciones:

- - s , , , ’H-AF-DX 3
Radnolngando H-QNB H-NMS H-PBCM H-PZ 384 H-PRZ

Tds-HCIso
3- ‘ 3- q 3- o 4 3- o 3- o

P04.Na. P04.Na. P04,Na,K P04.Na. P04,Na, liMgCLZ
Mer K+50 mM, K‘ 50 mM, 50 mM. K’ 50 mM, K+50 mM. 10 mM

pH 7.4 pH 7.4 pH 7.4 pH 7.4 pH 7.4 pH 7.4

Concentración de 0.1 mg/ml 0.1 mg/ml 0.25 mg/ml 0.5 mg/ml 0.5 mg/ml 0.25 mg/ml
proteina ­

Vol. lncubadón 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 1 ml 0.5 ml 1 ml

Tiempo de
halbaclón pan 60 mln 60 mln 60 mln 90 mln 90 mln 30 mln

el equlllbrlo

de
W 0.052 nM 0.052 nM 0.1-10nM 0.255 nM 0.310 nM 0.05-2nM"melón

Auopma Atropim Au'oplna Ahopina PrazoslnInes
"m 250 uM 250 ¡1M 250 uM 250 ¡JM 250 ¡1M 25 “M

Badioiodinación de M’I‘x2y experimentos de fijación especifica

Se marcó a la toxina MTx2 con 18"11‘13.(NEN) siguiendo el método de Greenwood

y col. (1963). La toxina m"I-M'I‘x2se purlflcó por RP-HPLC, en la cual se obtuvieron

tree picos diferentes. Se seleccionó para los ensayos de fijación especifica el pico más

homogéneo, con la potencia inhibitoria mayor y con el tiempo de retención más cercano

al péptido orlglnal. Se obtuvieron actividades específicas entre 59 y 76 pCi/ug (entre
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406 y 520 Ci/mmol). La radioactividad se midió en un contador gamma, con una

eficiencia del 60%.

Para evaluar la capacidad de unión de 12“I-M’I‘KZse utilizaron fracciones

sinaptosomales crudas (ver el ítem anterior) o bien membranas sinaptosomales

purificadas, obtenidas por centrifiigación de las fracciones crudas en gradientes

discontinuos de sacarosa (De Robertis y col., 1966). Se incubaron alícuotas de

membranas conteniendo 0.5 mg de proteína/ml a 4°C durante 2 h hasta alcanzar el

estado estacionario. Los ensayos de saturación se realizaron utilizando un rango de 0.8

hasta 80 nM de 12"SI-MTx2(concentraciones estimadas).

La unión inespecífica se determinó agregando MTx2 10 ¡1M no marcada a

muestras equivalentes. Alícuotas similares se incubaron con atropina 10 pM. Los

ensayos se finalizaron por filtración a través de filtros Whatman GF/B, previamente

incubados con polietilenimina 0.02% durante 1h a 4°C con el fin de reducir la unión

inespecíflca a ellos.

Experimentos de fijación especifica de radioligandos a cortes de cerebro
de rata

Una vez extraídos, los cerebros de rata fueron protegidos incubándolos durante

30 min en una solución de sacarosa 0.32 M, siendo luego congelados a -70°C hasta el

momento de su procesamiento.

Para la obtención de cortes de cerebro se utilizó un crióstato Leitz refrigerado a

-20°C. Se realizaron cortes sagitales de 12 um de espesor, montados en portaobjetos

previamente gelatinizados. Los cortes fueron rotulados y almacenados a -70°Chasta su

utilización.
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Los cortes se preincubaron durante 30 min a 20°C en coplins plásticos con un

volumen final de 5.5 ml de buffer POÑ, Na’, K+50 mM, pH 7.4. Para la determinación

de la unión específica del radioligando, los cortes se incubaron 60 min a 20°C en los

coplins conteniendo 3H-NMS0.5 nM. Paralelamente, se incubaron cortes de una forma

similar, pero en presencia de atropina 100 uM, con el objetivo de determinar la unión

inespecíflca. Al finalizar la incubación los cortes se lavaron tres veces en bufi'er POR,

Na", K" 50 mM, 15 segundos cada vez, y una vez más en agua bidestilada durante un

segundo; todos los lavados se realizaron sobre hielo.

La concentración de radioligandos utilizada se escogió teniendo en cuenta las

correspondientes constantes de disociación aparentes (KDs),de acuerdo con los datos

de la bibliografia consultada y de acuerdo también con experimentos previos de unión

específica realizados en el laboratorio.

Obtención de autorradlogramas de la fijaciónde radlollgandos muscarínlcos:

Después de lavados, los cortes se secaron bajo una corriente de aire. Se los ubicó

dentro de un chasis para rayos X. Por sobre los cortes se colocó una película

ultrasensible a tritio (“H-Hyperfllm,Amersham). Junto con ellos se expuso un estandar

autorradiográflco de alta resolución para así poder hacer la cuantificaclon

densitométrica.

Se expuso el film durante 21 días a 20°C para aquellos incubados con aH-NMS

500 pM. Se reveló mediante la utilización de revelador Dektol, (Kodak) y fijador

(Romek) adecuados para ese film.
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Cuanflflcaclón de la fijaclónespecífica de radlollgandos en autorradlogramas:

Los autorradiogramas se procesaron en un analizador de imágenes, MCD/II

(versión 4.02 para entorno 082). Mediante este programa se compararon las

densidades ópticas de las imágenes del film con aquellas de estándares de tritio

expuestos simultáneamente. De esta forma, las densidades ópticas de los

auton'adiogramas son convertidas a unidades de radioactividad por unidad de área, y

finalmente a unidades de concentración.

ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS DE FIJACIÓN ESPECIFICA:

A) Cálculos

Los resultados se obtienen del contador de centelleo líquido expresados en

cuentas por minuto (cpm) y es necesario transformados a desintegraciones por minuto

(dpm), teniendo en cuenta la eficiencia del conteo. Estos cálculos se hicieron a partir

de una curva de eficiencia, construida con estándares de actividad específica conocida y

contados en el mismo aparato. Conociendola actividad especifica de los radiohgandos,

se transforman las dpm en los finales correspondientes. Por último, los resultados se

eimresaron, en general, como finoles de droga radioactiva unida por miligramo de

proteína (finol/mg de proteína), dado que la concentración de proteína en los ensayos

era conocida. Estos cálculos descriptos se realizaron corrientemente utilizando

planillas de cálculo en computadoras personales, comopor ejemplo Lotus, Quattro Pro o

Excel.
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B) Ajuste de curvas

Dependiendo del tipo de ensayo de fijación específica de radioligandos, los

puntos experimentales se ajustaron a ecuaciones que determinan los modelos usados

comúnmente para explicar la posible fenomenología subyacente en los mismos. Las

curvas correspondientes se generaron utilizando el programa GraphPad Prism (San

Diego, USA; http://www.graphpad.com), que funciona bajo entorno Windows en

computadoras personales. Este programa genera el mejor ajuste utilizando métodos

numéricos, dada una ecuación determinada, y en el caso que sea necesario compara los

ajustes a dos ecuaciones y determina el mejor, evaluando la suma de los errores y los

grados de libertad de cada uno.

Curvas de saturación: en este caso el modelode la ley de acción de masas determina

el ajuste a una curva hiperbólica:

_BM*X
’ KD+X

Y representa la unión específica como función de la concentración del radiohgando X.

Bm es el número máximo de sitios de unión y KDla constante de disociación aparente

del radioligando.

La transformación de Scatchard (Scatchard, 1949) permite linealizar los datos

de estos experimentos, ajustándose los mismos a regresiones lineales.

BBBmax=—+
F KD KD
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Curvas de lnhlblclón: los modelos en estos casos predicen una forma de curva

sigmoidea cuando se grafica la unión específica del radiohgando como función del

logaritmo de la concentración del inhibidor. El caso más simple corresponde a las

curvas de competición, donde el inhibidor compite con el radioligando por una

población homogénea de sitios, por ley de acción de masas:

Techo —Piso

Y = Piso+——]+10(x_¡oglcw)

Y representa la unión específica del radioligando como función de la

concentración del inhibidor X. Techo y Piso son los valores máximo y mínimo de Y,

respectivamente. IC“ es la concentración de inhibidor correspondiente al punto de

inflexión de la curva. De estas curvas de competición se puede calcular el valor de la

constante de inhibición K“ conociendo el valor de KDdel radioligando. Los valores de

K. se calcularon aplicando la corrección de Cheng-Prusofl' para la concentración de

radioligando, la cual asume una interacción competitiva entre el inhibidor y el ligando

en cuestión (Cheng y Prusofi', 1973):

ICso

1+
KD

Ki:

El alejamiento de la ley de acción de masas lo describe la ecuación sigmoidea de

pendiente variable (o de Hill):

_ Techo —PisoY=PISO+W
l+10 ""
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Aquí aparece una nueva variable (ng) llamada comúnmente “número de Hill”

(considerado igual a 1 en las curvas de competición) que describe la pendiente de la

curva y que podría reflejar multiplicidad de sitios de unión o bien fenómenos

cooperativos.

Curvas de asociación: los experimentos cinéticos de asociación se describen como

modelos de asociación exponencial, siendo el de una fase el más simple:

Y= Amplitud * e(’K'X)+ Piso

Yrepresenta la unión específica del radioligando como fimción del tiempo X. Amplitud

es la diferencia entre los valores máximo y mínimo de Y. K es la constante de tiempo

del curso de la asociación, también denominada ku. Piso es el valor mínimo de Y,

generalmente considerado igual a cero (para X=0).

Curvas de disociación: la modelizaciónde decaimiento exponencialde una sola fase

es usada para la descripción de estos ensayos cinéticos:

Y = YM * (1 —WW“)

Yrepresenta la unión especifica del radioligando como función del tiempo X. Y", es el

valor máximo de Y (para X=0). Al igual que en el modelo anterior, K es una constante

de tiempo, denominada también k1. Tanto en este caso como en el anterior se puede

definir un valor de Tw=0.69/K.

Comparación de los alusies a dos ecuaciones: Algunasveces no se conocede

antemano cuál de dos ecuaciones es más apropiada para los datos experimentales. El

soitware utilizado para la construcción de curvas es capaz de ajustar ambas ecuaciones
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y comparar los resultados. En general, en el presente trabajo se compararon curvas de

competición a un sitio de unión con curvas sigmoideas de pendiente variable, en los

experimentos de inhibición; hipérbolas de saturación a un sitio con respecto a dos

sitios de unión, en los experimentos de saturación, y curvas exponenciales simples con

respecto a dobles, en los experimentos cinéticos.

La bondad de ajuste de un modelo se cuantiflca como la suma de cuadrados,

mientras que su complejidad (o sea número de variables) está implícita en los grados

de libertad del ajuste. El test de "F' compara los ajustes a dos ecuaciones con

diferentes grados de libertad y determina si el modelo más complicado ajusta

significativamente mejor que el más simple. El estadístico F está determinado por la

fórmula

(Sci _ SCz)
SCF=——­

(qu 361,)
GI?

SC, y SCg representan las sumas de cuadrados de los modelos 1 (mas simple) y

2 (más complicado), mientras que GL, y GL; representan los respectivos grados de

libertad, que dependen del número de variables de cada modelo.
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EXPERIMENTOS FISIOLÓGICOS

Captación de “Ca” por sinaptosomas

Se realizan los mismos en una preparación de sinaptosomas, siguiendo el

método de Blaustein (1975) y Lundy y col. (1991). Se disectan cortezas cerebrales o

hipocampos de ratss; se los homogeiniza en sacarosa 0.32 M y se centrifuga 10 min a

1000 x g. Al sobrenadante se lo vuelve a centrifugar, esta vez 15 min a 40000 x g. Se

resuspende el pellet resultante en un volumen adecuado de solución fisiológica con

bufi'er HEPES (PSS) y se lo divide en alícuotas de 100 ul. Se agrega entonces la toxina

o droga deseada y se incuba a 25°C durante 20 min bajo una atmósfera de Og/COQ

(95%:5%).

El ensayo de captación ("uptake") de “Cam basal se comienza agregando 100 ul

de solución PSS conteniendo 0.5 uCi de “Ca” y KCl 5 mM (solución "basal"), luego de

5 seg se agregan 3 ml de solución PSS sin Ca3+y con EGTA4 mM (solución "stopping"),

y se filtra inmediatamente en aparato Millipore de vacío con filtros Whaünan GF/B.

Los filtros se lavan dos veces con 4 ml de solución PSS con 4 mM de Ca“ (solución

"washing"). Los filtros se secan en estufa y se mide la radioactividad retenida en cada

uno de la misma forma que en los ensayos de fijación específica con radioligandos.

Paralelamente se realizan los ensayos de captación de “Ca” estimulado por KC],

agregando 100 ul de solución PSS con la misma actividad específica de “Ca”, pero con

20, 30 ó 60 mM final de KC] (solución "estimulada"). Además se procesan tubos

denominados "blancos", que contienen 100 pl de PSS sin sinaptosomas, tanto con

solución "basal" como "estimulada". El procedimiento ulterior es el mismo que para

los ensayos basales.
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Entrenamiento de evitación inhibitoria

Ratas Wistar (220-280 g de peso)

fueron implantadas bflatzralmentz, bajo

anestesia de hidrato de cloral o

tionenbutal (30 mg/kg, i.p.), con cánulas

de la medida 27 dirigidas al hípocampo

dorsal, utilizando un aparato

estereotáxico. Las coordenadas, acorde

con el atlas de Paxinos y Watson (1986,

1997), fueron: A, 4.3 mm del bregma; L,

3.0 mm de la línea media; V, 2.0 mm.

Cortefrontalde cerebrode rata.Losasteriscos Eresma '4'5 mm
muestran las zonas de invección.
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"
Las ratas se entrenaron en

una tarea de evitación inhibitorla

“step-down” en una sola sesión,

cinco a siete días luego de la

cirugía. El aparato consiste en una

cajadeacrílicode50x25x25cm

con un panel frontal de vidrio y un

piso de barras paralelas de bronce,
Caia de entrenamiento

espaciadas en 0.5 cm. A la

izquierda de la caja se colocóuna plataforma de 2.5 cm de alto y 8 cm de ancho. En la

sesión de entrenamiento, se colocóa1animal sobre la plataforma con sus cuatro patas.

Albajar con sus cuatro patas de la plataforma, la rata recibió un choque eléctrico de 0.5

mAdurante 2 seg, luego del cual se la retiró del aparato. La latencia del entrenamiento

consistió en el tiempo en que el animal tardó en bajar sus cuatro patas desde la

plataforma. En la sesión de test, la cual se realizó 24 h más tarde, no se suministró el

choque eléctrico, y se tomó comomedición de la retención de la tarea a la diferencia de

las latencias entre la sesión de test y la de entrenamiento (conun techo de 180 seg).

Inmediatamente luego de la sesión de entrenamiento (2-3 min luego de retirar la

rata de la caja de evitación inhibitoria), el animal recibió una microinyecciónde 0.5 ul

bilateralmente en el hipocampo dorsal de:

o vehículo (solución fisiológica)

o escopolamina (2 pg)

o oxotremorina (2 ug)
MTxl ó MTx2 (de 0.3 ug a 1.5 ug)
oxotremorina (1 ug) más escopolamina (2 ug)

MTxl ó MTx2 más escopolamina .

Estos animales se testearon 24 h más tarde para la latencia en bajar de la

plataforma.
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Los resultados, expresados como la mediana de la diferencia entre las latencias

del test y el entrenamiento, se analizaron estadísticamente por el test no paramétrico

de “U” de Mann-Whitney, de dos colas.

La localización de las cánulas e inyecciones se verificaron por histología clásica.

Íleo de cobayo

Se suspendieron pequeños segmentos de íleo (LO-1.5 cm) en solución Krebs­

Henseleit (NaCl 118.4 mM, KC] 4.7 mM, MgSO; 1.2 mM, KHgPO. 1.2 mM, CaCla 2.5

mM, NaHCOa 25 mM y glucosa 11.1 mM) a 33°C y pH 7.3. La tensión de reposo fiue

alrededor de 1 g de peso, y las contracciones se registraron en forma isométrica. Se

construyeron curvas dosisrespuesta a la aoetilcolina o a1carbacol; se agregaron MTxl o

MTx2y las curvas dosisrespuesta de los agonistas se repitieron,-luego se lavaron las

toxinas y las curvas dosis-respuesta de los agonistas volvierona repetirse.

En algunos experimentos, los segmentos de íleo fueron estimulados

transmuralmente con electrodos bipolares a 0.05 Hz con trenes de 0.5 seg de pulsos de

0.5 mseg a 10 Hz. Se determinaron los efectos de adiciones acumulatlvas de M'I‘xl o

MTx2.

Auricularde cobayo

Se aislaron auriculas izquierdas y derechas con contracciones espontáneas y se

colocaron separadamente en solución Krebs-Henseleit (NaCl 118.5 mM; KCl 4.7 mM;

MgSO. 1.2 mM; KI-IgPO;1.2 mM; CaCln 2.5 mM; NaHCOs 25 mM; glucosa 11.1 mM). La

temperatura del baño se mantuvo a 33°C y pH 7.3. Se aplicó una tensión de reposo de
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1 g a la preparación. Se obtuvieron los efectos inotrópicos y cronotrópicos negativos de

la acetilcolina en ausencia y presencia de MTxl.

Conducto deferente de conejo

Se sacrificaron conejos New Zealand (2.0-2.5 kg) con sobredosis de tiopentona y

se disectaron los conductos deferentes. Cada conducto se dividió en las porciones

prostática y epididimal. Los dos tipos de preparación se suspendieron en baños para

tejidos de 10 m1,con solución KrebsHenseleit a 33°C y pH 7.3, con burbujeo de Oa/COQ

(95%/5%). La tensión de reposo fue de 1 g. La solución conmvo CaClg 1 mM para

incrementar la sensibilidad de la preparación a los compuestos que actúan sobre los

receptores muscarínicos M1(Dórje y col., 19913, b). Se agregó también a la solución

idazoxan (1 uM) para bloquear los receptores adrenérgioos (lapresinápticos, en vez de

yohimbina (Doxeyy col., 1983). En la.mayoría de los experimentos las toxinas MTxl y

MTx2 se agregaron acumulativamente. Las contracciones se obtuvieron por

estimulación de campo a 0.05 Hz con trenes de 0.5 seg de pulsos de 0.5 mseg a 10 Hz.

Conducto deferente de rata

Se disectaron los conductos deferentes de ratas (250-400 g) saaiflcadas por

dislocación cervical. Se usó la porción central de cada tejido (alrededor de 2 cm). Las

preparaciones se ensayaron en las mismas condiciones descriptas para el conducto

deferente de conejo.
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’OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOO

Este primer capítulo de resultados está dedicado a describir los procesos de

purificación de las toxinas muscarínicas utilizadas por nosotros, del veneno de

Dendroaspis angusticeps, a dilucidar la identidad de las mismas, así como a

compararlas con otros péptidos con actividad semejante del mismo veneno.

La purificación de los péptidos se realizó
VchD.angusn'ceps

en colaboración con el Dr. Carlos Cerveñansky y

su grupo, del Instituto de Investigaciones

Biológicas Clemente Estable, Montevideo

(Uruguay). El análisis de aminoácidos se realizó

en colaboración con la Dra. Clara Peña del

Instituto de (búmica y Fisicoquímica Biológicas

(IQUIFIB) de la Facultad de Farmacia y

Bioquímica, y la secuenciación del péptido se

realizó en un secuenciador automático de fase

gaseosa que se encuentra en el Laboratorio

Nacional de Investigaciones y Servicios (LANAIS)

de la Facultad de Farmacia y Bioquímica.

El descubrimiento de las primeras toxinas

muscarínicas se remonta al año 1988 (Adem y

col., 1988), cuando se vió que fracciones del

veneno de D. angusticeps producían inhibición

parcial de la fijación específica del antagonista muscarínico 8H-QNBa membranas de

cerebro de rata. La estrategia general usada por nosotros para el aislamiento de los
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péptidos básicamente fue la misma, con algunas modificaciones (Jerusalinsky y col.,

1989a,b; Jerusalinsky y col., 1992a,b).

Aislamiento y purificación de MTxl y MTx2

Se usó una combinación de métodos cromatogáficos, basados en diferentes

principios, para aislar las toxinas MTxl y MTx2 del veneno de D. angusticeps, y de

otros venenos (ver sección Materiales y Métodos). Los principios consistieron en

diferencias de tamaño (filtración en gel) y de carga (intercambio iónico). Los dos

primeros pasos, la filtración en gel Sephadex G-50 y la cromatografía de intercambio

catiónico Bio-Rex 70, son comunes a los del procedimiento de aislamiento de otras

neurotoxinas no muscarínicas, como son las dendrotnxinas y fasciculinas, también

presentes en el veneno de serpientes del género Dendroaspis (Harvey y Karlsson, 1980;

Rodríguez-Ithurralde y col., 1983). El pico no retardado de la corrida en Bio-Rex 70,

que contiene a las Msz, fue sometido a dos pasos cromatográflcos consecutivos en el

intercambiador catiónico SP-Sephadex C-25, bajo las condiciones descriptas en

Materiales y Métodos y en las Figuras I-1 y 1-2. Se utilizaron gradientes menos

pronunciados (Jerusalinsky y col., 1992a) que los usados en el procedimiento original

(Adem y col., 1988), por lo que las variaciones de concentración del bufi'er eluyente se

producen en un tiempo más prolongado, alcanzando la columna con un retardo mayor

que en el procedimiento original. Esta modificación produjo una mejor separación de

MI‘xl y MI‘x2, así como una mayor pureza de los péptidos, como puede verse en el

perfil de la corrida en fase reversa en la columna de HPLC (Figura 1-3), separación que

se basa en diferencias de hidrofobicidad. En las condiciones cromatográflcas

empleadas los tiempos de retención fueron 27.3 min para MTxl y 12.5 min para M'I‘x2

(Figura 1-3).
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Figura I-l
Primer paso de cromatografía de intercambio iónjeo en SP Sephadex C-25
de la muestra del Bio Rex 70 (partiendo de 1.4 g de veneno).
Dimensiones de la columna: 45 x 20 mm; volumen de las fracciones: 6.4
ml; ¡asa de flujo: 25.6 ml/h. El gel se equilibró en AmOAc 0.05 M, pH
5.20, la muestra liofilizada se disolvió en 15 ml del mismo bufi‘er y se
sembró en la columna. Se eluyó con un gradiente lina] (que comenzó
donde indica la flecha y está indicado con la lina punteada) creado con
un mezclador de gradientes Ultrograd, desde AmOAc 0.05 M, pH 5.20
(Buffer A), y AmOAc 1.00 M, pH 6.50 (Buffer B). La actividad
muscarinica eluyó en el pico principal, y las fracciones se oolectaron
juntas de acuerdo a como indica la barra horizontal.
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Figura I-2
Paso de cromatogmfla de intercambio iónioo en SP Sephadex C-25 dal pico
principal dela Figuxa I-l. Dimensiones de la columna: 50 x 20 mm; volumen
de las fracciones: 6.9 ml; flujo: 27.6 ml/h. El gel se equilibró en Ar'OAc 0.01
M, pH 7.00, la muatm liofilizada se disolvió en 12 ml del mismo bufi‘er y se
sembnó en la columna. Se eluyó con un gradiente lineal (que comenzó donde
indica la flecha y está indicado con la línea punteada) curado con un mezclador
de gradientes Ultmgmd, desde AmOAc 0.01 M, pH 7.00 (Buffer A), y AmOAc
0.50 M, pH 7.00 (Bufi‘er B). Eluyeron dos picos proteíoos con actividad
muscarím'm (denominados MTxl y MTx2), los que fueron oolectados de
acuerdo a como indican las ban'as horizontales.
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Figura [-3
HPLC en fase reversa de las toxinas
muscarínicas aisladas del veneno de

MTX] Dendroaspis angusticeps. Se usó una columna
BAKERBOND WP-Butyl (4.6 x 50 mm). Los
eluyentes fueron: AmOAc 0.1 M, pH 6.9 (Buffer
A) y AmOAc 0.1 M, pH 6.9 / 2-propanol 40%
(Buffer B). El gradiente utilizado fue: 10% de B
durante 2 min,10 a 75% de B en 30 min, 75%
de B durante 3 min, y 10% de B durante 5 min

B (paso de reequílibracíón). Flujo: 0.8 ml/min.
Detección u.v. a 280 nm. Volumen de
inyección: 50 ul.
A) MTxl, aprox. 15 pg.
B M'I'xZ, x.60 .

E ) aPTO IIS

l."
Mi.

r I I ¡7
O 12 24 33

Se obtuvieronalrededor de 10 mg de estas Msz por cada gramo de venenoseco

(alrededor del 1%), siendo la MI‘x2la más abundante (70 a 80% del total de ambas).

Por esta razón, varios ensayos bioquímicos se realizaron sólo con M’I‘x2,
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particularmente aquellos en los cuales fueron requeridas mayores cantidades del

péptido.

Siguiendo el mismo procedimiento, se obtuvieron péptidos similares en venenos

de otras serpientes: dos en D. viridis (DvMTx)y otro en D. polylepis (DpMTx). En el

CapítuloVI se detallarán las características de los de D. viridis.

Composición de aminoácidos y secuencia N-terminal

Se muestran en la Tabla I-Alos resultados obtenidos por nuestro grupo sobre la

composición aminoacídica de los péptidos nativos MTxl y MTx2, y se compara con los

obtenidos por los grupos de Karlsson, en Uppsala, y de Ménez, en París, los que las han

secuenciado (Karlsson y col., 1991; Ducancel y col., 1991). El análisis de la secuencia

de los primeros diez residuos del segmento N-terminal fue exactamente igual a la

determinada por Karlsson y col. (1991) y Ducancel y col. (1991):

MTx2 N-terminal: LEU-THR-(CYS)-VAL-THR-THR-LYS-SER-ILEGLY

69



TABlA l-A

Composición de aminoácidos de los dos polipéptidos: MTxl y M'l'x2. de la fracción de 7000
Da del veneno de Dendroaspls angusficeps.
a: Relación molar (n=3).

b: Número de residuos del aminoácido obtenido por nosotros
c: Número de residuos del aminoácido obtenido por Karlsson y col. (1994) para MTxl, y por Kadsson y

col. (1991) y Ducancel y col. (1991) para MTx2.
ND: no determinado.

MTxl MTxZ

Aminoácido a b c a b c

Asp (+Asn) 7.39 (7) 3 11.09 (11) 6
Thr 8 7 9 9 6.76 7 8
Ser 2 62 3 3 1.94 2 1

Glu (+Gln) 5 5 (5) 4 2.25 (2) 1
Gly 3 32 3 3 4.9 5 5
Ala 1 72 2 2 2.47 2 3
Val 3 04 3 3 5.17 5 5
lle 5 0 5 5 3.2 3 4
Leu 2 14 2 2 1 19 1 l

Tyr 2.66 3 3 1 94 2 2
Phe 1 69 2 2 0 88 1 1

His (0 28) 0 0 1.0 1 1

Lys 4 75 5 5 5.03 5 6
Arg 3 04 3 3 1 82 2 2
Trp ND — 2 ND — 1

Half-cys ND — 8 ND — 8
Pro 3.11 3 4 2.96 3 4
Asn ND — 4 ND — 5

Gln ND — 1 ND — 1

Num" tm] 55 66 52 65de residuos
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DISCUSIÓN DEL CAPÍTULO I

Los venenos de las serpientes denominadas mambas (género Dendroaspis)

contienen vaflas neurotoxinas que son farmacológicamentedistintas de las encontradas

en los venenos de otras serpientes relacionadas. Además de las a-neurotoxinas

clásicas, típicas de venenos de serpientes de la familia Elapidae (ChiappineHi, 1991;

Adams y Swanson, 1996), los venenos de las mambas contienen toxinas inusuales como

las dendrotoxinas (bloqueantes de ciertos canales de potasio; Harvey y Karlsson, 1980,

1982; Harvey y col., 1984; Anderson y Harvey, 1988), las fasciculinas (inhibidores

específicos de la acetilcolinesterasa; Karlsson y col., 1984, 1985; Rodríguez-Ithurralde

y col., 1983; Dajas y col., 1988) y toxinas bloqueantes de canales de calcio de tipo L,

como la calciseptina (De Weille y col., 1991) y la calcicludina (Schweitz y col., 1994).

En 1967, Welsh reportó que el veneno de la mamba verde oriental (Dendroaspis

angusttceps) contenía acetiloolina y alg1mosestudios farmacológicos indicaron que el

veneno poseía actividad colinomimética (Othman y col., 1973). Examinando los efectos

del veneno y las subfi'aociones proteicas sobre la fijadón específica de radioligandos

muscarínicos a membranas de cerebro, Adem y col. (1988) hallaron que la fijación de

aH-QNB(un radioligando muscarínico no selectivo) era parcialmente inhibida por el

veneno de la mambo.verde. Ellos aislaron entonces dos proteinas responsables de la

mayor parte de esta actividad. Aunque no pudo determinarse actividad tóxica alguna

de estas proteínas, fueron denominadas toxinas musalrínicas (“muscarinic toxins”) 1 y

2 —MTx1y MTx2-—,según el orden de elución en el paso cromatográflco en el cual se

separaban. En este mismo trabajo, ambas toxinas tuvieron potencias similares en el

desplazamiento de °H-QNB, alcanzando una máxima inhibición de sólo

aproximadamente un 50%en membranas de corteza cerebral de rata, sugiriendo la idea
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de que las toxinas podrían ser selectivas por un subtipo de receptor muscarínico (Adem

y col., 1988).

Nuestro grupo comenzó a trabajar en el fraccionamiento de este veneno en 1987,

y los primeros reportes de resultados son de 1989 (Jerusalinsky y col., 1989a,b) y de

1991 (Jemsalinsky y col., 1991). Nosotros hemos encontrado resultados algo similares

(Jerusalinsky y col., 1992a; capítulo H de este trabajo) con MTxl y MTx2 en la fijación

específica de aH-QNBa membranas sinaptosomales de corteza cerebral de rata y vaca.

Discusiones profundizando estos aspectos están incluidas en el capítulo II.

El procedimiento de purificación de los péptidos se basa en principios como

diferencia de cargas y tamaños. La obtención de picos estrechos y simétricos en el paso

de RP-HPLC (que se basa en principios de hidrofobicidad) (Figura 1-3) Sugiere

homogeneidad de las muestras. La reproducibilidad de los datos de determinación de

aminoácidos de ambas Msz y la secuencia N-terminal de MTx2, comparados a los

obtenidos por Karlsson y col. (1991) y Ducancel y col. (1991), muestran que en este

trabajo utilizamos péptidos de alta pureza.

La tecnica original descripta para el aislamiento de MTxl y MTx2 se modificó

luego ligeramente, con los mismos pasos cromatográflcos, pero con gradientes menos

pronunciados, para mejorar la separación de los péptidos.

La estrategia para la purificación de estas toxinas ha sido utilizada por el grupo

de Karlsson y otros laboratorios, incluído el nuestro, para aislar siete toxinas

muscarínicas del veneno de la mamba verde oriental —MTx1-MT7—(Karlsson y col.,

1994; Vandermeers y col., 1995; Jemsalinsky y col., 1997), y varias toxinas homólogas

del veneno de la mamba negra —MTOL,MTBy MT)!- (Karlsson y col., 1994; Jolkkonen y

col., 1995). Otras fracciones con actividad muscarínica se han aislado del veneno de la
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mamba verde occidental (capítulo VI; Jerusalinsky y Harvey, 1994; Kornisiuk y col.,

1996a,b).

En estudios paralelos, el grupo de Potter, en Miami, usó tecnicas cromatográflcas

ligeramente distintas para aislar varias toxinas muscarínicas del veneno de D.

angusttceps. Ellos han caracterizado la toxina m1 (“ml-toxin”), la cual presenta gran

homología con la toxina MT7, hallada por el equipo de Karlsson (Max y col., 1993a,b,

c), y también la toxina m4 (“m4-toxin”), que es idéntica a la toxina MT3 del grupo de

Karlsson (Max y col., 1993d; Jolkkonen y col., 1994).

La primera toxina en ser secuenciada fue MI‘x2. Karlsson y col. (1991)

determinaron la secuencia completa de MTx2 nativa por medio de métodos clásicos

—bioquimicos—, mientras Ducanoel y ool. (1991) hicieron lo mismo por deducción a

partir de la secuencia nucleotidica de cDNAaislado. La toxina posee 65 aminoácidos,

con un peso fórmula de 7040 Da. Se aprecian grandes simflitudes con un gran número

de otras toxinas de venenos de serpiente, como las a-neurotoxinas curaremiméticas de

cadena corta, las fasciculinas, las cardiotoxinas y las toxinas de tipo angusticeps

(“angusticeps type”) de venenos de mambas. En la Tabla I-B se muestran las

secuencias conocidas de las toxinns muscarínicas de los venenos de serpientes del

género Dendroaspls. En ella se puede ver que la homología entre las distintas toxinas

muscarínicas se encuenta entre un 60%y un 98%. Algunas son isotoxinas, que difieren

en 1, 2 ó 3 aminoácidos solamente.
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TABlA l-B

Secuencias de las toxinas muscarínicas de los venenos de Dendxwpís angusficeps (D.a.)y D.
polylepls (D.p.), comparadas con las de otras toxinas relacionadas.
MTxl: agonista m1=m4? (D.a.) MTB: m3, m4, m5 (D.p.)

MTx2: agonista m12m4? (D.a.) ml-toxin: antagonista m1 (D.a.)

MT3: m4>m1 (D.a.), antagonista m4 Dp CM3: sinergistica(D.p.)

MT4: agonista? m1=m4 (D.a.) cardiotoxina: aumenta permeabilidadde
MTS: agonista? m1=m4 membranas (Noja sp.)
MT7: selectivam1 Fasciculinal: inhibidor de la AChE (D.a.)

MTa: m3, m4, m5>m1, m2 (D.p.)

Se presentan sombreadas las áreas de mayor homología.
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DOOCOOOOOOOOOOCOOOOOOOOOOOOOÓOOOOCO000.......0.

MTxl
MTx2

MT3

MT4

MTS

MT7

MTa
MTB

ml-tox

DpCM3
cardiotx

FAS]

mmxmmmom

<xm<m-—1<m—¡mv—¡& qzxoxmoxmxomg

SU

m<UUUmUUmUUm

A Ala G Gly M Met S Ser

C Cys H His N Asn T Thr

D Asp I Ile P Pro V Val

E Glu K Lys Q Gln W Trp

F Phe L Leu R Arg Y Tyr

Las secuencias de las toxinas se compilaron de las siguientes fuentes:

MTxl: Karlsson y col. (1994); MTxZ: Kadsson y col. (1991), Ducancel y col. (1991); MTB: Jolkkonen y

col. (1994); MT4: Vandermeers y col. (1995); MTa: Jolkkonen y col. (1995); MTB: Jolkkonen y col.
(1995); ml-toxin: Max y col. (1993a); DpCM3: Joubert (1985); cardiotoxina: Mebs y Claus (1991); FASl:
Le Du y col. (1992).

Las nueve toxinas muscarínicas poseen entre 64 y 66 aminoácidos, con pesos

moleculares que rondan los 7000/7500 Da. Poseen 30 aminoácidos en común, y en 17

posicionespresentan una sola diferencia entre las nueve.

A pesar de que los puentes disulfiiro, así comola estructura tridimensional, aún

no fueron determinados experimentalmente más que para MTx2 (Ségalas y col.,

1995a,b), los residuos de cisteina se encuentran en las posiciones correspondientes a

los residuos en las a-neurotoxinas. Por consiguiente se puede predecir una estructura

secundaria de las demás toxinas muscarínicas (ver Figura 1-4),que correspondería a las

conocidas como "three fingered toxins".
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Figura I-4
Secuencia de aminoácidos de MTxl (Jolkkonen y
001., 1995), MTx2 (Dumoel y 001., 1991; Karlsson
y 001., 1991) y toxina ml (Max y 001., 19933). Cada
circulo representa un residuo. La representación se
construyó oonsiderancb la estructura tridimensional
—“three-fingered” — de las mrdiotoxinas (Rees y
001., 1987), a-neurotoxinas (Low y 001., 1976;
Tsemoglu y Petsko, 1976), fasciculinas (Le Du y
ool., i992), y confirmada para MTx2 (Séglas y 001.,
l995a).

Además de los ocho residuos de cietzína conservados, las toxinas musaarínicas

poseen Gly20, Gly41, Pro47 y Asn66, los que se encuentran conservados en todas las

toxinas "three flngered".
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Hay una alta homología entre las toxinas muscarínicas y las llamadas "toxinas

sinergísticas", de venenos de mambas. Por ejemplo, MTBdifiere en sólo dos posiciones

de la toxina sinergística DpCM3(Tabla I-B). Las toxinas sinergísticas han demostrado

poseer muy baja toxicidad intrínseca, pero incrementan la letalidad de otros

componentes de los venenos de mambas. Los mecanismos de acción de estas toxinas

son desconocidos hasta el momento; además, no se sabe cómo contribuyen las toxinas

muscarínicas a la letalidad de los venenos. Es posible que alteren el control de la

liberación de neurotransmisor a través de una acción sobre receptores muSCarínicos

presinapticos, o bien podrían contribuir a la alteración cardiovascular causada por el

veneno, actuando sobre receptores muscarínicas en los Vasossanguíneos. No obstante

resulta dificil atribuir un rol particular funcional a las toxinas muscarínicas en los

venenos de las mambas, dado que éstos contienen toxinas agonistas y antagonistas

sobre los mismos subtipos de receptor muscarínico.

Observandodetenidamente las secuencias conocidas de las toxinas muscarínicas

(Tabla I-B), se ve que la parte central de las mismas (aminoácidos 25-40) es rica en

aminoácidos hidrofóbicos (8-9 aminoácidos hidrofóbicos), zona correspondiente a1

“loop” 2 (Figura 1-4). Las zonas equivalentes en las a-neurotoxinas y cardiotoxlnas

poseen un número menor de aminoácidos hidrofóbicos. Esta caracteristica les

permitiría a las toxinas muscarínicas penetrar en la membrana, de modoque alguno de

los grupos catiónicos —Lys/Arg27 y 34- interactuase con un residuo Asp esencial del

sitio de unión del receptor (Wess, 1993a,b).

En la discusión general de este trabajo se ensayará una discusión mas amplia

sobre este tema, a la luz de los resultados que mostramos en los capítulos siguientes y

de los datos bibliográficos disponibles hasta el momento.
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Ensayosde jacin
específica en

receptores nativos



Con el objetivode determinar la posible selectividad de las toxinas muscarínicas

MTxl y MTx2 por subtipos de receptores, se desarrollaron experimentos de fijación

específica con radiohgandos muscarínicos clásicos (ver sección Materiales y Métodos)

en tejidos que presentan distintas proporcionesde dichos subtipos de receptor.

Los tejidos utilizados fueron:

corteza cerebral, que posee todos los subtipos farmacológicos, con especial

abundancia del M1(Cortes y Palacios, 1986; Frey y Howland, 1992).

tallo cerebral, con una mayor abundancia relativa del subtipo Ma (Frey y Howland,

1992).

hipocampo, con una composiciónsimilar a la corteza cerebral, con predominio de M1

(Cortes y Palacios, 1986; Wall y col., 1991a,b; Frey y Howland, 1992; Yasuda y col.,

1993).

estriado, con alto contenido de los subtipos M1y M. (Mash y Potter, 1986; Frey y

Howland, 1992).

páncreas, que parece contener exclusivamente el subtipo Ma (Waelbroeck y col.,

1987a,b; 1989; 1991).

conducto deferente de conejo, con los subtlpos M1,M3y Ma, (Eltze, 1988; Eltze y col.,

1988; Dóijey col., 1991a,b; Grimm y col., 19949.).

Los experimentos se realiZaronen preparaciones de membranas de acuerdo a lo

descripto en la sección Materiales y Métodos. Las figuras que se muestran en este

capítulo corresponden a experimentos representativos de entre 3 a 8 diferentes (con sus

repeticiones por duplicado o triplicado), excepto las figuras 11-5, 11-19, 11-22 y 11-25,

que corresponden a un ensayo.
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Los resultados obtenidos de estos experimentos, como luego se verá, llevaron a

una idea bastante fundada sobre la potencia y la selectividad de las toxinas por

subtipos de receptores muscarínicos.

EXPERIMENTOS EN EQUILIBRIO

Ensayos de fijación específica de radioligandos en corteza y tallo
cerebrales:

Experimentos de Inhlblclón:

Los primeros ensayos de inhibición de la fijación específica de radioligandos

muscarínicos por las toxinas muscarínicas MTxl y MTx2, se realizaron en membranas

sinaptosomales de corteza y de tallo cerebral, y en homogenatos de auricula de corazón

de rata. MTxl y MTx2inhibieron la fijación específica de los antagonistas no selectivos

’H-QNBy 8H-NMSa membranas de corteza cerebral en mas de un 50% (Figuras 11-1y

H-2); mientras que en membranas de tallo cereme la inhibición alcanzó

aproximadamente sólo un 35% (Figura 11-3). Es necesario recordar que estos dos

radioligandos no discriminan subtipos de receptor muscarínico, sino que reconocen a

todos por igual (ver Introducción).



o 100- ---------
o ‘x‘

E j Q‘o FiguraII-l.
‘\ Curvas de inhibición de la

g 7 5- MT X2 fijaciónespecíficade ’H-QNB
- x por MTxl y MTx2 en

m - Ó\ membranasde conaa cereme
“ Q de rata. Los valores de K.

á 50 _‘ MTX1 ° ‘bo fueron49nMparaMTxly 450
l . 0 nM para MTxZ, con pisos de

I . . 40%y 42%,respectivamente.
n - Los números de Hill fueron,

' respectivamente, 0.80 y 0.98,

°\° cuandose ajustarona curvas
. sigmoideas de pendiente

variable.

O l ll IIIIII I I IIII'I'I'I I Í IIITÏI'I I I I llllll I I I III"

109 10ws 10” 106 105 104

['l'oxma] (M)

1oo- ----------con
Figura 11-2. a _ "s9

Curvas de inhibición de la 'D - ‘s‘
fijación especificade ’H-NMS 'E 75- Ó‘
por MTxl y MTx2 en = ' ‘x
membranasde corteza cerebral : b MTÚ

de rata. Los valores de K¡ g _ “Qfueron78nMparaMTxly484 50- g Q0
nM para MTxZ, con pisos de z - O
25% y 44%, respectivameme. ' - g
Los números de Hill fueron I ­

0.95 y 1.12, respectivameme, °° 25;
cuando se ajustaron a curvas °\° . MTx1 .
srgmordeas de pendiente .J
variable.

o I IIIIIII' I IÏIÏÏIÏI I IIIIIH' I IIIIIIII I Illllll

10'9 10'8 10‘7 10J‘3 10'5 10“

[Toxina] (M)

81



Figura lI-3.
Curvas de inhibición de la
fijación especifica de 3H-QNB
por MTxl y MTx2 en
membranas de tallo cerebral de
lala. Los valores de K¡ fueron
lZSnMpamMTxly l44nM

%3H-QNBunido

8
para MTx2, con pisos de 63% y :
64%,respectivamente. _ O
Los números de Hill fueron 2.85 2 5 _
y 2.06,respectivamente,cuando - 0
se ajustamn a curvas sigmoideas‘ '
de pendiente variable. :
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Al analizar estos resultados se debe tener en cuenta que el receptor M1,en el

tallo cerebral, se encuentra en una concentración y proporción relativa menores de los

que se encuentra en la corteza cerebral (Frey y Howland, 1992).

Las constantes de inhibición aparentes (K0 para los ensayos de unión de 'H-QNB

vs MTxl y aH-QNBvs Ml‘x2fiieron de 49 y 450 nM, respectivamente, en membranas de

corteza cerebral. En los experimentos con ’H-NMS los valores fueron comparables,

siendo las K¡s78 y 484 nM, para MTxl y M132, respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, y considerando que los

antagonistas ’H-QNB y ’H-NMS se unen sin discriminación a todos los subtipos de

receptores muscarínicos, se hizo necesario ensayar la fijación especifica de algún

radioligando más selectivo, como es el caso del antagonista 3H-pirenzepina (“H-PZ),que

posee una afinidad mayor por el subtipo farmacológico M1, respecto de los demás

(Hammer y Giachetti, 1982). En las condiciones de estos experimentos (es decir, en el
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rango de concentraciones utilizadas), los sitios específicos para 8H-PZen membranas

de corteza cerebral fiieron aproximadamente la mitad del número total para aH-QNBo

8H-NMS,lo cual es coherente con la proporción reportada del subtipo de receptor M1en

corteza cerebral (Cortes y Palacios, 1986). Tanto MTxl como MTx2 inhibieron

alrededor de un 80-90% de la unión específica de 3H-PZ(Figura 11-4);en este caso, la Ki

para MTxl fue 11 nM y 244 nM para MTx2 (aplicando la corrección de Cheng-Pmsofl',

1973). Cuando se analizan los resultados de acuerdo al modelo de curva sigmoidea con

pendiente variable, los números de Hill ajustados corresponden a 0.30 y 1.54 (ver

métodos). Estos valores, dados sus desvíos del valor unitario, nos llevan a pensar en

algún tipo de interacción distinta, que no siga la ley de acción de masas, o bien en una

composiciónmás complejade los RACth a los cuales se une ’H-PZ.
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Como ligando parcialmente selectivo por el subtipo farmacológico Made receptor

muscanínico, se utilizó 3H-AF-DX384 en membranas de corteza cerebral. La Figura II­

5 muestra una curva de inhibición de la unión específica de este radioligando por MTxl

a membranas de corteza cerebral.
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Como vemos, MTxl fiie capaz de inhibir en forma parcial la fijación de este

radiohgando supuestamente selectivo para los receptores muscarínicos Mg. Como

también ha sido reportado por Karlsson y col. (1994), es posible que este radioligando

estuviera siendo desplazado de otros subtipos de receptor, como son Ml y M4,a los que

también se uniría (Karlsson y col., 1994; Jolkkonen y col., 1995a).
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En la Figura 11-6 se observa la inhibición de la fijación de í’H-PBCMen

membranas de corteza cereme de rata, por MTxl y MTX2. Este radioligando se une

irreversiblementz a todos los subtlpos de receptor muscarínico. Nuevamente puede

10"

Figura lI-6
Curva de inhibición de la
fijación específica <2 ’H-PBCM
por MTxl y MTx2 en
membranas de corteza cerebral
de rata. Los valores de K¡
fueron 390 nM y 670 nM, con
pisos de 28% y 22%,
respectivamente. Los números
de Hill fueron 0.53 y 1.64,
cuando se ajustaron a curvas
sigmoidms con pendiente
variable.

verse la mayor afinidad de M’I‘xlsobre M'Ik2 en la inhibición de este radioligando.

También se analizó la unión especifica del agonista ’H-Oxo-Ma membranas de

corteZacereme (Figura II-7). Se observó una inhibición máxima de un 77%a un 85%

enpreeenciadeMTxl oMTx2. LaK,aparente fiie 137nMparaMl‘xl y105nMpara

MTx2.
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Figura II-7
Curvas de inhibición de la
fijación específica del agonista
3H-Ox0 por MTxl y MTxZ en
membranas de corteza cerebral
de rata. Los valores de K¡
fueron 137 nM pam MTxl y
105 nM para MTx2, con pisos
de 15% y 23%, respectivamente.
Los números de Hill fiieron 1.87
en ambos casos, cuando se

aajustaron a curvas sigmoideas de
pendiente variable.
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Con el objetivo de evaluar la especificidad de la acción de las tonnas sobre los

receptores colinérgicos muscarínicos, M'I‘xly MTx2se ensayaron en la fijación de otros

ligandos específicos para otros sistemas de neurotransmisión. La unión específica de

8H-flunitrazeparn —ligando benzodiazepínico—, como la de aI-I-AMPA—ligando

glutamatérgico selectivo para receptores no-NMDA- o la de aH-muscimol —agonista

GABAA—no fueron significativamente alteradas por 1 ó 5 ¡1Mde MTxl o MTx2.

También se ensayaron las toxinas en presencia de 12“I-bungarotoxina,ligando

específico para receptores colinérgicos nicotinicos "no neuronales". En este caso se

observó hasta un 22% de inhibición de la fijación especifica de 13€’I-bungarotoxinapor 5

¡1Mde MTxl. Sin embargo, MI‘xl 1 ¡1Mno produjo reducción significativa de la unión.

Sorprendentemente, aunque algo previsible (ver capítulo IV), las toxinas

inhibieron la unión de aH-prazosin -ligando a-adrenérgico- (Cavero y Roach, 1980;

Dashwood, 1983; Morrow y Creese, 1986) a membranas sinaptosomales de corteza

86



cerebral de rata (Figura II-8 y 11-9). Los valores de Klpara MTxl y MTx2 fueron de 292

y 727 nM, respectivamente.
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Figura II-9
Curvas de inhibición de la
fijación específica del
antagonista a-adrenérgioo 3H­
prazosin por MTxZ en
membranas de corteza cerebral
de tata. El valor de K.-fue 727
nM para M'I‘x2, con un piso de
0%.
El número de Hill fue 0.55,
cuando se ajustó a ima curva
sigmoidea con pendiente
variable.
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Experimentosde saturación:

Con el objetivo de estudiar el tipo de inhibición que ocun'e en presencia de las

toxinas, se llevaron a cabo ensayos de saturación con los radiohgandos muscarínicos.

En estos experimentos, se pueden determinar posibles variaciones de distintos

parámetros de interés, de manera de evaluar el mecanismo por el que actúa el

inhibidor. Se estimaron la constante de disociación aparente (Ko)y el número máximo

de sitios (Bum)para cada radioligando, de acuerdo con las ecuaciones descriptas en la

sección Materiales y Métodos, utilizando el programa para computadora personal (PC)

GraphPad Prism (ver el capítulo Materiales y Métodos).

Comose mencionóanteriormente, la corteza cerebral expresa la totalidad de los

subtipos de receptores muscarínicos, aunque el subtipo M1es el mas abundante (Cortes

y Palacios, 1986; Frey y Howland, 1992).

Los experimentos de saturación con ’H-NMS, ’H-QNB, ‘H-PZ y aIrI-Oxo-M,en

presencia de las toxinas (entre 0.5 y 4 uM) en membranas sinaptosomales de corteza

cerebral de rata, mostraron un incremento en el valor de KD,sin cambios significativos

en el de B,,m(Figuras 11-10,H-11, 11-12y Tabla II-A).
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Figura II-10
Curvas de saturación de la fijación específica de 3H-NMS en membranas de corteza
cerebral de rata en ausencia y presencia de MTxl (0.5 ó 4 pM). Los valores de KDfiieron
41 pMenausenciadeM'I‘xl y265 pMalpesenciadeMTxl 0.5 uMy 880 pM conM'I'xl
4 HM . Los valores de Bm fueron 1.473, 1.584 y 1.484 pmol/mg, respectivamente.
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FiguraII-ll
Curvas de saturación de la fijación especifica de 3I-I-NMSen membranas de corteza cerebral de

rata en ausencia y presencia de MTx2 (l ó 4 uM). Los valores de KD fueron 132 pM en
ausenciadeMTx2y259pMenpresenciadeMl‘x21uMy334pMconMTx24 pM. Los
valores de BIm fueron 1.361, 1.317 y 1.258 panal/mg, respectivamente.
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Figura II-12
Curvas de saturación de la fijación específica de 3H-PZ en membranas de corteza cereme de rata en
ausenciaypresenciadeMTxZl uM). LosvaloresdeKDfueron3 nMenausenciachI‘ny 18nMen
presencia de MI‘xZ l uM. Los valores de B,mx fueron 940 y 920 fmol/mg, respectivamente. A la
derecha se muestran los gráficos de Scatchard correspondientes.

TABIA ll-A

Efecto de MTx2 sobre el número máximo de sitios (B...) y la constante de disociación
aparente (Ko)de la unión específica de aH-QNB,3H-NMS,’H-PZ y 3l-l-Oxo-Ma mbranas de
corteza cerebral de rata.

Ligando Bnm (fmol/mg) K“ (11M)

1740 i 120 0.129 i 0.052
1560 :t 170 0.998 :t 0.136‘
1035 :t 108 2.051 :t 0.322

9532:t 98 10.129 :l:0.574‘
320 :t 25 1.895 :t 0.540
260 i 18 6.525 :t 1.082‘

Bm y KDexpresadas como media :t e.s.m. n ==4r6.

’Significativamente diferente del respectivo control, sin MTx2 (P<0.05). Test ’t"de Student.
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Experimentos de Inhlblclón:

El hipocampo presenta abundante proporción de los subtipos M1y M de receptor

muscarínico (Wall y col., 1991a,b; Yasuda y col., 1993). Además, la elección de esta

estructura cerebral para la realización de estos experimentos resultaba particularmente

interesante, dado que las toxinas MTxl y MTx2 inyectadas en el hlpocampo, se

comportaron como agonistas muscarínicos en un paradigma de aprendizaje de evitación

inhibitoria (ver el capítulo IV).

Las curvas de inhibición de la unión de aH-NMSen membranas sinaptosomales

de hipocampo por MTxl y MTx2,se ven en la Figura II-13.

- 0 ‘x Figura 11-13
- Curvas de inhibición de la

75- ‘o fijación específica de ’H-NMS
' '\ por MTxl y MTx2 en
' ¿b membranasde hipocampode
- x‘ rata. Los valores de K.-fueron

— ‘.\ 41 nM para MTxl y 194 nM

50 ‘xQ paraM'I'x2,conpisosde 17%y
' s99 33%,respectivamente.
j o Losnúmerosde Hill fueron0.68

25_ O ° paraMTxly0.70 pamMsz,
cuando se ajustaron a curvas

° sigmoideas con pendientet
variable.

%3H-NMSunida

o I IIIIIIII l I IlIÍII] I IIIIIÏI] I IIIIIII' I l IIIIII

10-9 10-8 10-7 1o6 10-5 10*1

[MTX] (M)
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MTxl y MTx2se comportaron en forma semejante a lo visto en corteza cerebral.

Comparando la curva de MTxl, resulta ser bastante semejante a la de corteza, mientras

que con MTx2se obtiene un piso algo menor. Si se asume que estarían desplazando la

fijación de aH-NMS principalmente de los subtipos M1 y M (ver capítulo Ill de

resultados), la diferencia vista con M’I‘x2podría deberse a una proporción distinta de

estas subtipos en hipocampo, respecto a la de corteza.

Ensayos de fijación específica de radioligandos en membranas de estriado

Experimentos de Inhlblclón:

El estriado de rata es rico en el subtipo M. de receptor muscarínico (Boulay y

col., 1996). Consideramos interesante estudiar la inhibición por las toxinas

muscan'nicas en esta estructura cerebral, debido a la diferencia en cuanto a la

composición relativa en subtipos farmacológicos del receptor comparada con otras

regiones (por ejemplo, corteza e hipocampo cerebrales); por otro lado, el estriado es

una estructura singular en cuanto a su organización neuronal —posee interneuronas

colinérgicas- y en cuanto a su fisiología —interviene fimdamentalmente en el control

del movimiento—.

En la Figura 11-14vemos las curvas de inhibición de la unión especifica de aH­

NMSen membranas de estriado de rata por las toxinas MTxl y Msz.
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75- Q‘ Curvas de inhibición de la
- fijación específica de ’H-NMS
- por MTxl y MTx2 en

o membranas de estriado de rata.
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para MTxl y l.l pM para
MTx2, con pisos de 13% y
53%, respectivamente.

MTX1 Los números de Hill fueron 0.72
para MTxl y l.l7 para MTx2,
cuando se ajustaron a curvas
sigmoideas oon pendiente
variable.
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Es notable la diferencia en el perfil de inhibición entre ambas toxinas, tanto en

la afinidad como en el efecto máximo alcanzado.

La hipótesis explicativa que proponemos para este fenómeno, al igual que para

corteza e hipocampo, es que, si bien MTx2 es menos potente, su capacidad

discriminativa entre subtlpoe podría ser mayor que la de MTxl. Los eubtlpos de

receptores involucradosserían principalmente m1 y m4.
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Experimentos de lnhlblclón:

Hemos utilizado membranas de páncreas de rata como fuente de receptores del

subtipo M3nativo. Dicho órgano posee casi exclusivamente este subtipo (Waelbroeck y

col., 1989, 1991). La puesta a ptmto de la técnica de fijación específica de

radioligandos en membranas de este órgano resultó algo dificultosa, dada la fácil y

rápida degradación de los receptores por la acción de las enzimas pancreáticas

liberadas post-mortem. Las curvas de inhibición de la fijación especifica de I’I-I-NMSpor

MTxl y MTx2,obtenidas en esta preparación, se muestran en la Figura 11-15.

10°“: ' ’ 100-:
a . o o - Ó

'o Z I
'E 75- 75­
= I I

z. 50: 50-:
I Z .

fl - .

g 25-_ 25-:

C vn"... ¡.umq 'umq unn-1 un" G ""1"! I'm-1 ¡IIIqu IIIIIIIIlI"
10-9 1o43 10-7 106 1o5 104 10* 10‘ 10-7 1o4a 105 104

[MTx1] (M) [MTx2] (M)

Figura 11-15
Curvas de inhibición de la fijación especifica de 3H-NMS por MTxl (izquierda) y MTx2
(derecha en membranas de páncreas de rata Al no observarse inhibición apeciable en las

uconcentraciones utilizachs dc toxinas, no se determinaron los diversos parámetros del modelo.

Ninguna de las dos toxinas resultó capaz de inhibir la fijación de 8H-NMSa las

membranas de páncreas de rata en el rango de concentraciones usadas. Si se considera
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a esta preparación como una fuente casi exclusiva del subtipo M3 nativo, estos

resultados refuerzan la idea de que MTXIy MTx2no actúan sobre el receptor M3.

Ensayos de fijación específica de radioligandos en membranas de
conducto deferente de rata y conejo

Experlmentos de Inhlblclón:

Hemos realizado experimentos de inhibición de la fijación específica de

radioligandos en membranas de conducto deferente de rata y de conejo. La elección de

esta estructura se debió a que, en experimentos farmacológicos/fisiológicos en el

órgano aislado de conejo las MI‘xs se comportaron como agonistas muscarínicos,

mientras que en el órgano aislado de rata, las Msz no tuvieron efecto sobre las

contracciones fásicas evocadas por estimulación eléctrica (ver capítulo IV). Entonces

resultó de gran interés analizar el efecto de las Msz sobre la unión de radioligandos

en este órgano. El conducto deferente de conejo se eligió para los ensayos de órgano

aislado porque presenta una respuesta fácilmente medible, mediada supuestamante

por receptores M1. El órgano de rata, en contraste, no posee ese subtipo de receptor.

Las curvas de inhibición de la fijación específica de 9H-NMSen membranas de

conducto deferente de rata se pueden ver en la Figura 11-16.
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Figura II-l6
Curvas de inhibición de la
fijación específica de 3H-NMS
por MTxl y MTx2 en
membranas de conducto
defereniede tala. El vaiorde K¡
fue 2.5 pM para MTxl, con un
piso de 37%.
El número de Hill fue 0.65,
cuando se ajustó a una curva
sigmoidea de pendiente
variable.

MTx2resultó incapaz de inhibir la fijación de °H-NMSa membranas de conducto

deferente de rata en el rango habitual de concentraciones que utilizamos. MTxl si fue

capaz de inhibir, pero con una afinidad menor que en otras estructuras (como corteza

cerebral, hipocampo y estriado de rata). Por lo tanto, podemos decir que estas toxinas

muestran muy baja afinidad y no interactuarían con los receptores muscarínicos

presentes en este órgano.

En contraste, MTxl y MTx2 mostraron ser capaces de inhibir con afinidades

relativamente altas (Ki = 229 y 911 nM) la fijación específica de ’H-PRZ en esta

preparación, a1igual que lo hicieron en corteza cerebral. La curvas de inhibición se ven

en la Figura H-17, en la cual se compara con la obtenida con el antagonista muscarínico

clásico atropina.
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Figura II-l7
Curvas de inhibición de la fijación

especifica de 3H-PRz por MTxl y
atropina (ATROP) en membranas
de conducto deferenie de lata.
Los valores de K¡ fueron 229 y
9ll nM para MTxl y MTxl,
respectivamente, con pisos de 25
y 39%.
Los números de Hill fueron 0.99 y
1.24, cuando se ajustaron a curvas
sigmoideas con pendiente i
variable.

En conducto deferente de conejo, las tmdnas sí inhibieron la fijación específica

de aI-I-NMScon afinidad relativamente alla (Figura II-18). Esto se corresponde con la

posible configuración farmacológica de este órgano en el conejo, siendo mucho más

colinérgico que en la rata. Esto es coherente con lo visto por nosotros en los ensayos

fisiológicos en ambos órganos (ver capítulo IV). También MTxl y MTx2 fueron capaces

de inhibir la unión de ’H-PRZcon alta afinidad a membranas de conducto deferente de

conejo (Figura 11-19).
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Figura 11-18
Curvas de inhibición de la
fijación específica de ’H-NMS
por MTxl y MTx2 en
membranas de conducto
deferente de conejo. Los
valores de K. fueron 154 y
689 nM para MTxl y MTx2,

- con pisos de 48% y 43%,

%3H-NMSunida

- . respectivamente.
' Los números de Hill fueron

0.30 y 0.62, cuando se
- ajustaron a curvas sigmoidcas
- con pendiente variable.
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Figura 11-19
Curvas de inhibición de la
fijación específica de 3H-PRZ
por MTxl y MTx2 en
membranas de conducto
deferente de conejo. Los
valoresdelg fueron 850 y 395
nM para MTxl y MTxZ, com
pisos de 33 y 32%,

Ñ (J'l
l
l

O1 o l

%3H-PRZunido

respectivamente.
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permitió poder ajustar a curvas _
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Experimentosde saturación:

La toxina M’I‘x2fiie radloiodinada, resultando las actividades específicas

estimadas entre 59 a 76 uCl/ug. Este derivado iodlnado file utilizado para realizar

curvas de saturación en membranas de corteza cerebral. La Figura 11-20muestra una

curva de saturación de la‘SI-MTxg,realizada en membranas sinaptosomales purificadas

de corteza cerebral bovina.
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Figura 11-20
Curva de saturación de la fijación especifica de mI-M'I‘xz en membranas sinaptosomales punificadas
de corteza cereme bovina. La oonoenu'ación a mI-M’I‘MZse expesó como ligando total en nM
estimth de la mdioactividad medida (actividad específica 70 uCi/ug). El valor de KDfue l4 nM y el
de Bm fue 0.92 pmol/mg El gráfico inserto corresponde al Scalchard
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Como se ve en la Figura 11-20, hubo una unión saunable, que resultó

reproducible en varios experimentos. Para la determinación de la fijación inespecífica

se usó una concentración de MTx2 no marcada de 10 uM, y consistió en un 35% de la

fijación total. Cuando se realizaron los experimentos en membranas sinaptosomales

crudas, la fijación no específica file aproximadamente un 50% de la total. Utilizando

atropina 10 uM, se obtuvieron patrones similares de unión “inespecífica”. Además,

hubo una buena correlación entre unión específica y concentración de proteína, siendo

lineal la relación desde 0.08 hasta 1 mg/ml. Los valores de saturación de la unión se

alcanzan aproximadamente a 25 nM de 13"I-M’I‘xB(concentraciones estimadas) y la

reacción alcanza un estado estacionario aproximadamente a las 2 hs a 4°C. Las curvas

de saturación ajustaron a hipérbolas simples, con Soatchards lineales. Los valores de

KDfileron 17 :I:10 nM y los de B,m fueron 0.87 :t 0.11 pmol/mg en las membranas

sinaptosomales purificadas.
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EXPERIMENTOS CINÉTICOS

Disociación del radioligando muscarínico ’H-PZen presencia de MTx2

Considerando el hecho de que las toxinas se fijan a los receptores muscarínicos

nativos, presuntamente del subtlpo farmacológico M1, decidimos ensayar la toxina

MTx2 en experimentos cinéticos, utilizando un radioligando muscarínico con una

selectividad relativa sobre dicho subtipo. El primer tipo de experimentos que hicimos

fiieron curvas de disociación de la fijación de ‘H-PZ en presencia de MTx2, lo que se

muestra en la Figura 11-21. En esta figura puede verse que ’H-PZ presenta tasas de

disociación similares en ausencia y en presencia de MTx2.
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E 75_ 0 +MTx22pM
c ­
5 Z
N ­
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Figura II-Zl
Curvasdeladisociacióndelañjaciónespecificade’I-i-PlporelagregadodePZ5 uMenausenciayprmenciade
MTx2 (2 pM), en membranas de corteza cereme de rata Las membranas fuemn incubachs con H-PZ hasta
alcanzar el equilitx'io, en ausencia o presencia de MTx2, luego de lo cual se indujo su disociación por el agregado de
exceso de PZ. Los valores de T”: fueron 10 y 7.7 min, respectivamente. El valor de equilibrio de la unión
específica (100%) del control fue de 11450 dpm. mientras el incubado con MTx2 partió desde un 23 %de ese valor.

101



De un modo análogo a lo mostrado en la figura anterior, estudiamos la

disociación de 3H-PZpor MTx2,en comparación con la propia PZ no marcada (Figura H­

22).
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Figura II-22

control fue de 5900 dpm, siendo el mismo para ambos casos.

Curvas de disociación de la fijación especifica de 3H-PZpor el agregado de PZ 2.5
membranas de corteza cerebral de ¡ata Las membranas fueron incubadas con
equilibrio,luegodclowalseindnjosudisociaciónporelagmgidodeexoesodePZoporMTxZ. Los
valores de Tu; fueron 5 y 13 min, respectivamente. El valor de equilibrio de la unión especifica (l00%) del

oM'I‘x22.5uM,en
-PZ hastaalcanzar el

El gráfico de la Figura 11-22nos muestra indirectamente la fijación de MI‘x2a los

receptores de los cuales desplaza a1ligando ’H-PZde las membranas nativas de corteza

cerebral.
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Experimentosde asociaclón:

Debido a ciertos resultados obtenidos en experimentos fisiológicos en órgano

aislado (ver capítulo IV), resultó necesario investigar la posible irreversibilidad de la

unión de las toxinas M'I‘xly MI‘x2a los receptores muscarinicos. Es sabido que otras

toxinas naturales, específicamente de veneno de serpientes, como la a-bungarotoxina,

se unen a sus blancos moleculares—enel caso citado, el receptor nicotinico- en forma

irreversible (ver Chiappinelli, 1991). Para ello, hemos utilizado una estrategia que

consiste en preincubar los receptores —nativos o donados- con las toxinas, luego

oentrifugar, con el objetivode eliminar las moléculas de toxina no unidas, para evaluar

a continuación la capacidad de unión de los receptores a un radiohgando muscarínico,

en este caso ’H-NMS(para detalles, ver sección Materiales y Métodos).

Las Figuras [1-23 y II-24 muestran las curvas de asociación de la unión de aH­

NMSrealizadas en estas condiclones, luego de preincubar con MTxl y MTx2.
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Figura II-23o
o Prueba de reversibilichd de

A 0 control MTxl en membranas de
o o oonaa cereme de rata. El

'g C gráfico representa las curvas
vu o MTx1 de asociación de la unión de

É 3H-NMS a membranas de
g coneza cerebral de ma

'U preincubadas en ausencia
y (control)o presenciade M’l'xl
m l uM y luego oentn'fugadas y

resuspendidas. Los valores de
1 Tm fileron 2.08 y 3.39 min,

respectivamente. El valor de
<' equilibrio de la unión

c ' l ' I l l ' l ' específica (100%) del control
0 20 40 60 80 100 120 fue de 7273dpm,mientrasel

preincubado oon MTxl

tiempo (min) alcanzóun77%deesevalor.

Figura [1-24
Pmeba de reversibilidad de o

MTxl en membranas de .
com-za cereme de rata. El control

gráfico representa las curvas a
de asociación de la unión de n

3l-l-NMS a membranas de a

corten cerebral de rata É o opreincubadas en ausencia

(control)o pesencia de M'I‘x2 .g' MTÚ
5 ¡1My luego oentrifugaths y v
resuspendidas. Los valores de m
Tm fueron 1.47 y 2.19 min,
respectivamente. El valor de
equilibrio de la unión
especifica (100%) del control
fue de 8956 dprn, mientras el . l . l 1 l
premcubado con MTxZ 40 60 80
alcanzó un 59% de ese valor

tiempo (min)
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Como se observa en los gráficos anteriores, la preincubación con MTxl y MTX2

produce un decremento en la capacidad de unión específica de 8H-NMSa los receptores

muscarínicos nativos de membranas de corteza cerebral. La cinética de asociación de

3H-NMSno se encuentra afectada, por lo tanto se puede decir que este radioligando se

une a los receptores a los que las moléculas de toxina no se unieron, en una forma

convencional. Durante los largos tiempos estudiados (90-120 min), no se muestra una

recuperación de la unión de 3H-NMShacia los valores controles, por lo que se puede

pensar que las toxinas tendrían un carácter de fijación al receptor muscarínico de tipo

irreversible o con una cinética muy lenta de disociación.

En experimentos análogos, utilizando 8I-I-PRZ,las toxinas no mostraron el

carácter irreversible visto con 8I-I-NMS,cuando se comparan los valores obtenidos con

los correspondientes a las curvas de inhibición en equilibrio (Figuras H-8 y 11-9). Por lo

tanto, la unión a los receptores adrenérgicos sería de carácter reversible (Figura 11-25).

Figura 11-25
Prueba de reversrbilidad de

cerebral de rata. El gráfico
de barras representa el
porcentaje respecto del
control, de unión de 3H­
PRZ, en membranas
preincubadas con MI‘xl 2
uMóMTx210pMyluego
oentrífixgadasy
resuspendidas.

%3H-PRZunido

respectodelcontrol

Tiempo

105



DISCUSIÓN DEL CAPÍTULO Il

En el primer reporte sobre la existencia de las toxinas MTxl y M'I‘x2,Adem y col.

(1988), describieron que dos fracciones del veneno de la mamba verde inhibían

parcialmente la fijación especifica de aH-QNBa membranas de cerebro de rata. Ambas

toxinas mostraron potencias simflares en el desplazamiento de aH-QNB, así como

también una inhibición maxima de alrededor del 50%, sugiriendo una posible

selectividad de dichas toxinas por algún subtipo de receptor muscarínico.

Existe una fuerte y reconocida evidencia de que el antagonista muscarínico aH­

QNB se une de una manera monofásica y simple a los receptores muscarínicos

(Yamamura y Snyder, 1974a,b; Birdsall y col., 1978). Lo mismo puede decirse del

antagonista aH-NLMS.

Nosotros hemos obtenido resultados simflares con la fijación de ’H-QNBy de ’H­

NMS, ligandos no selectivos de los receptores colinérgicos muscarínicos. Además,

encontramos también que las toxinas inhiben sólo alrededor de un 30%de la fijación en

membranas preparadas a partlr de tallo cerebral de rata. Esto es coherente, dado que

en esta estructura existe tma mayor proporción de receptores Ma que en corteza

cerebral (Frey y Howland, 1992), los que son insensibles a las toxinas según los ensayos

en receptores clonados y en auricula de cobayo (ver capítulo III; Jerusalinsky y col.,

1992a).

El hecho de que las MTst inhibieron hasta un 60%de la unión especifica de 8H­

QNBy aH-NLMSen membranas de corteza cerebral, mientras que no afectan la unión de

algunos radioligandos a otros neurorreceptores, como ’H-AMI’A,’H-flunitrazepam y ’H­

muscimol, y sólo débilmente afectan la unión de 1""I-bungarotoxina a receptores

nicotínicos, sugiere que las toxinas interactúan especificamente con los receptores

muscarínicos, aunque no de igual manera con todos los subtipos.
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Cuando se realizaron las interacciones de fijación específica utilizando ’H-PZ,

con concentraciones en las que este radioligando se une preferencialmente al subtipo

M1 de receptor muscarínico, MI‘xl y MTx2 inhibieron más del 80% de la fijación

específica (Figura II-4). Utllizando pirenzepina, se encontró que la relación Ml/Mg

(sitios de alta y baja afinidad) en membranas de corteza cerebral es más alto que en

membranas de tallo cerebral (Cortes y Palacios, 1986). El número máximo de sitios

por aH-PZ es alrededor de un 50-60% del de 3I-I-QNBo aH-NSMSen membranas de

corteza cerebral. Estas diferencias pueden explicar la mayor inhibición por parte de las

Msz de la unión de 3H-QNBen corteza que en tallo cerebral (Figuras 11-1y 11-3).

Estos resultados llevan a la conclusión parcial de que dichas toxinas pueden

unirse selectivamente a receptores muscarínicos centrales con alta afinidad por PZ, es

decir, del subtipo M, (Jerusalinsky y col., 19920.).

Las toxinas muscarínicas también fueron capaces de inhibir la fijación especifica

de los radioligandos ’H-AF-DX384 y aH-PBCM. El primero está reportado como un

radioligando relativamente selectivo para el subüpo Mg (Entzeroth y Mayer, 1990;

Miller y col., 1991; Anbert y col., 1992; Mickala y col., 1996). Tanto la afinidad como la

potencia de M'I‘xl fueron bajas para este radioligando, el cual además podria estar

uniendose en parte al subtipo farmacológicoM1en una importante proporción (Karlsson

y col., 1994; Jolkkonen y col., 199541).Como también ha sido reportado por Karlsson y

col. (1994), es posible que este radioligando sea desplaZado de otros subtipos de

receptor, como son M1 y M. Distinto es el caso del radioligando sH-PBCM, que

presenta una unión irreversible con todos los subtipos de receptor muscarinioo. Aqui la

toxinas presentaron mayor inhibición máxima, comparado con MTxl y ’H-AF-DX384

(Figuras II-5 y 11-6). MTxl nuevamente presento mayor afinidad que MTx2.

Las toxinas MTxl y M'I‘x2 fueron también capaces de inhibir en una alta

proporción la fijación específica de un agonista muscarínico como es aH-Oxo-M(Figura
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H-7). Las curvas de inhibición resultaron más pronunciadas (números de Hill de 1.87)

que las obtenidas con agonistas clásicos, lo cual sería explicable por el carácter agonista

del radioligando utilizado, siendo bastante común la obtención de números de Hill

alejados del valor unitario cuando se utilizan agonistas como marcadores. Ha sido

reportado que el agonista muscarínico BH-OxoMse une preferencialmente al/los

subtipo/s de receptor con alta afinidad por agonistas en las condiciones experimentales

usadas (Raskovsky y col., 1988). El número máximo de sitios de unión (Bum)para este

agonista fue alrededor de un 20% de los de 8H-QNBo 3H-NMSen corteza cerebral. Por

lo tanto, el 80% de inhibición de la fijación específica de aH-OxoMen membranas de

corteza cerebral (Figura I-7) sugiere que las Msz podrían estar uniéndose a este

estado de receptor central. Sin embargo, el número de Hill de 1.87 y el pequeño

decremento en la Bm (-19%, Tabla I-A) podrían estar señalando otro tipo de

interacción, como la presencia de una población heterogénea de sitios, o bien un efecto

alostérico.

No resultó posible realizar buenos ensayos de fijación especifica de ’H-OxoMen

membranas de tallo cerebral para evaluar una posible inhibición por las Msz en esa

area. Posiblemente esto fue debido a la poca cantidad de receptores muscarinicos que

se encuentran en esa zona y a la pequeña proporciónpresente del supuesto subtipo de

receptorsensiblealas Msz.

Los experimentos de saturación con aH-NMS, ’H-QNB, ’H-PZ y ’H-Oxo-M

(Figuras 11-10,II-11, 11-12y Tabla II-A) sugieren un tipo de interacción competitiva de

las toxinas con los receptores muscarinioos. En todos los casos se vieron los principales

efectos de las toxinas sobre la afinidad, mas que en el número maximo de sitios.

Estos resultados, que sugieren un tipo de interacción competitiva reversible con

los receptores, se encuentran en discordancia con los obtenidos en los experimentos
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cinéticos. En estos experimentos (Figuras 11-23 y 11-24) se evidencia el caracter

irreversible o de cinética de disociación muy lenta, de la unión de las toxinas a los

receptores muscarínicos de corteza cerebral. Como se describe en el capítulo IV, los

experimentos en conducto deferente de conejo muestran que los efectos de las toxinas

MI‘xl y MTx2tampoco fueron revertidos por lavado de la preparación, lo que concuerda

con los resultados de los experimentos cinéticos.

Las curvas de inhibición realizadas en membranas nativas de otras estructuras

muestran que no existe ningún tipo de interacción de las toxinas sobre los receptores

muscarínicos presentes en páncreas de rata (Figura 11-15). Teniendo en cuenta que en

este órgano los receptores muscan'nicos serían exclusivamente del subtipo Ma

(Waelbroeck y col., 1987a,b, 1989, 1991), concluimos que MTxl y MTx2 no presentan

interacción con este subtlpo de receptor de rata, lo que se encuentra corroborado por

los resultados obtenidos con los subtipos puros de receptor muscarínico humano

(capítulo III). Asimismo, se había observado una pobre interacción con membranas de

auricula de cobayo, que contienen receptor predominantemente del subtipo Ma

(Jerusalinsky y col., 1992a).

Por otro lado, MTxl y M’I‘x2presentan un patrón algo similar de inhibición en

membranas de hipocampo, respecto a lo visto en corteza (Figura 11-13),mientras es

mas marcada la diferencia entre las curvas de ambas midnas en membranas de

estriado (Figura 11-14). Como se verá en el siguiente capítulo, con subtipos puros de

receptores clonados, esta diferencia podría deberse a la diferencia en las selectividades

por los subtipos de receptor m1 y m4 por parte de las toxinas. La diferencia en los

perfiles obtenidos entre hipocampo y estriado podría ser explicada si en estriado

existiera una alta proporción del subtipo m4, en contraposición con el hipocampo y la
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