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Resumen
Toxinas proteicas del veneno de serpientes del género Dendroaspis que reconocen receptores
colinérgicos muscarinicos.
Hace diez afios se reporto la existencia de dos proteinas, MTx1 y MTx2, del veneno de la mamba
verde oriental (Dendroaspis angusticeps) que inhibieron la union de ligandos muscarinicos en
cerebro de rata. Actualmente se han aislado mas de diez toxinas muscarinicas (MTxs) de la mamba
verde oriental, la mamba negra (D. polylepis) y la mamba verde occidental (D. viridis). Estas
toxinas poseen 65-66 aminoacidos, con cuatro puentes disulfuro que les confieren una estructura
de "tres dedos", tal como las a-neurotoxinas (bloqueantes de receptores nicotinicos), las
dendrotoxinas (bloqueantes de canales de K') y las fasciculinas (inhibidoras de la
acetilcolinesterasa).
Existen cinco subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos (m1-m5), aunque solo pueden
discriminarse dificilmente cuatro subtipos farmacoldgicos (M;-M,) por agentes poco selectivos,
que no permiten una clasificacion confiable y, en consecuencia, una identificacion clara.
Nuestros experimentos de union especifica en tejidos nativos permitieron sugerir que ambas
toxinas, MTx1 y MTx2, se unen selectivamente al subtipo farmacologico M; de receptor
muscarinico. Luego demostramos que ambas toxinas presentan alta afinidad y selectividad por los
receptores muscarinicos humanos clonados m1 y m4, con muy bajas afinidades relativas por los
otros. Estos resultados se confirmaron por experimentos de union especifica en diferentes tejidos
centrales y periféricos de rata y conejo; se demostr6 una union de alta afinidad en el hipocampo,
rico en receptores ml y m4, y en el estriado, rico en m4, pero no se observé interaccion en
péncreas, rico en m3, ni en auricula, rica en m2. El patron de selectividad de MTx1 fue ml ~ m4
>>mS5 > m3, m2, siendo MTx1 mas potente que MTx2, pero con menor capacidad discriminativa
entre ml y m4.
Tanto MTx1 como MTx2 se comportaron como agonistas muscarinicos, facilitando la
consolidacion de la memoria cuando se inyectaron en el hipocampo de ratas entrenadas en una
tarea de evitacion inhibitoria. En el conducto deferente de conejo las toxinas actuaron como McN-
A 343 y CPCP, agonistas relativamente selectivos por el receptor M,, reduciendo las
contracciones fasicas del musculo liso, aunque los efectos de las toxinas no resultaron reversibles.
En la misma preparacion, las MTxs parecieron tener un efecto sobre los receptores adrenérgicos,
que fue reversible. Ademas, MTx1 y MTx2 resultaron capaces de desplazar la union de *H-
prazosin, un antagonista a-adrenérgico, a membranas de corteza cerebral y conducto deferente de
rata y conejo. La uniéon de MTx1 y MTx2 a los receptores muscarinicos resulto irreversible,
mientras que a los adrenérgicos result6 reversible.
Recientemente hemos aislado dos fracciones proteicas (7000-8000 Da) del veneno de D. viridis
que parecen ser ligandos potentes y especificos para subtipos de receptores muscarinicos. Una de
ellas, DvMT4, mostré selectividad por el subtipo m4, mientras que otra, DvMT3-4, exhibi6
selectividad por los subtipos m3 y m4.
Dada la carencia de agentes muscarinicos selectivos, estas MTxs resultan muy utiles para localizar
y mapear subtipos muscarinicos en el sistema nervioso central, para caracterizarlos y estudiar sus
funciones en 6rgano aislado o in vivo.
La familia de las MTxs ha ido creciendo rdpidamente y parecen ser ligandos selectivos
extremadamente promisorios para el estudio del rol y la distribucion de los subtipos de receptores
muscarinicos. La comparacion de las secuencias permitié definir importantes residuos y regiones
de las toxinas, probablemente responsables de su selectividad y accion agonista/antagonista. Esto
podria llevar al desarrollo de nuevos ligandos muscarinicos ain mas selectivos, tal vez mas
apropiados como agentes terapéuticos.




Abstract
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), MTx1 and MTx2, which inhibited the binding of muscarinic ligands to rat brain,
were reported. Actually, more than ten muscarinic toxins (MTxs) have been isolated from Eastern
green mamba, black mamba (D. polylepis) 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-mS5), although only four
pharmacological subtypes (M;-M,) 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, MTx1
and MTx2, bound selectively to M, 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 affinity
binding was found in the hippocampus, rich in m1 and m4 receptors, and striatum, rich in m4, but
no interaction was found in pancreas, rich in m3, nor in atria, rich in m2. The pattern of selectivity
of MTx1 was ml = m4 >> mS > m3, m2, being MTx1 more potent than MTx2, but less
discriminative between m1 and m4.
Both MTx1 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 relatively M, 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, MTxs seemed to have an effect on adrenergic receptors. Then it was shown that
MTx1 and MTx2 were able to displace *H-prazosin binding, an a.-adrenergic antagonist, to rat and
rabbit cerebral cortex and vas deferens membranes. However, MTx1 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 selectivities for
both m3 and m4 subtypes.
Due to the lack of selective muscarinic agents, MTxs 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 practicas y usos nuevos

as diversas culturas humanas tuvieron entre sus actividades cotidianas la

btisqueda y el uso de sustancias naturales para consumo de uso
terapéutico, ritual, o simplemente en la bfisqueda de placer. Estos conocimientos
fueron adquiridos a través del desarrollo cultural, en la exploracién del medio
ambiente, con base empirica y conservados por tradicién. 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 construccién de armas de
caza, por ejemplo.

La ciencia occidental, en el altimo siglo, en cierta forma ha sistematizado més
recientemente la bisqueda de estos principios existentes en la naturaleza y ha
desarrollado técnicas de sintesis de nuevas sustancias semejantes a las encontradas,
con el propésito de optimizar su utilidad.

Dentro del reino animal, los venenos en los distintos grupos taxonémicos han
sido enfocados por el interés de los investigadores. Dentro de los vertebrados, quizés
sean los ofidios los que m#s variedad presentan de sustancias con acciones sobre los

mecanismos fisiolégicos de mamiferos, y més interesantemente, de humanos.
El sistema nervioso: un mayor nivel de organizacién

Los organismos vivientes se caracterizan, entre otras cosas, por su capacidad
homeostatica, fundamental para la conservacién de su estructura-funcién —autopoiesis,
ver Maturana y Varela, 1984—. Durante la filogenia, uno de los saltos cualitativos mAs

importantes en esta direccién fue la aparicibn de cé¢lulas y tejidos excitables,
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particularmente la aparicibn de neuronas y sistemas nerviosos, los cuales tienen por
funci6én, segin la metafora representacionista dominante actualmente (ver Maturana y
Varela, 1984), captar informacién, tanto del medio ambiente como del medio interno
del organismo, conducirla a centros de anélisis e integracién de muy variada
complejidad, pudiendo, una vez procesada dicha informacién, dar una respuesta a tal
diferencia percibida por via de distintos sistemas efectores. La presencia de sistemas
nerviosos en la mayoria de los grupos animales muestra que fue una adquisicién

evolutiva relativamente temprana en la filogenia.

Sobre cémo funciona el sistema nervioso:
Sinapsis quimicas, 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 "seriales” transportadas por las neuronas se
codifican bésicamente en forma eléctrica y quimica. Los cambios eléctricos consisten
en variaciones temporarias en el potencial eléctrico entre las caras externa e interna de
la membrana plasmética, y esto se debe a modificaciones transitorias de la
permeabilidad de la misma a uno o m#s iones, pudiendo estas perturbaciones ser
conducidas a lo largo de la membrana de la ctlula nerviosa. Al llegar a la porcién
terminal de una neurona (por ejemplo, el terminal axénico) la perturbacién puede ser
transmitida a otra neurona eléctricamente por via de un contacto estrecho entre las
membranas plasmaticas (uniones “gap”), en las sinapsis eléctricas, o por la liberacién
de un neurotransmisor, en la sinapsis quimica, que son las que nos ocuparéin aqui. Una

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



especificos ubicados en la membrana post-sinfptica, los que, al activarse, producen
modificaciones eléctricas o quimicas en la neurona blanco.

La codificacién quimica de los mensajes puede originar una seiial 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 comunicacién interneuronal.

En la década del veinte, Otto Loéwi (Loéwi, 1921) realiz6 unas experiencias que
mostraron por vez primera la naturaleza quimica de la transmisién sinédptica (sinapsis
quimica), aunque también existen sinapsis de tipo eléctrico.

El modelo clasico de la sinapsis quimica enuncia que el potencial de accién
provoca una depolarizacién temporaria de la membrana presiniptica (que en el estado
estacionario se encuentra polarizada), y que permite la ocurrencia de una serie de
eventos que producen la liberacibn con modalidad cufintica de moléculas
neurotransmisoras al espacio sinfdptico, para unirse luego a receptores especificos
ubicados en la membrana postsindptica. La activacién de estos receptores inicia una
secuencia de carécter bioquimico y biofisico que resultard en cambios en la neurona
postsinAptica. Este patrén secuencial de eventos se reproduce, a grandes rasgos, en las
distintas regiones del sistema nervioso de un organismo (central o periférico) e incluso
se ha conservado en la historia filogenética.

El sistema nervioso se encuentra involucrado en las m#s variadas funciones de
los organismos. Este sistema es capaz de coordinar e integrar los procesos vegetativos,
detectar estimulos ambientales, efectuar respuestas motoras y realizar procesos m#fs
complejos como son el aprendizaje, la memoria y otros fenémenos cognitivos. Un

requisito necesario para poseer estas capacidades es su complejidad.



Una de las facetas m#s estudiadas del sistema nervioso es la transmisi6én
sindptica. Este es un proceso clave en la comunicacién interneuronal, y las técnicas y
metodologias desarrolladas desde hace algunas décadas la hicieron posible objeto de
estudio. De hecho, la gran mayoria de los farmacos neuroactivos utilizados en la
terapéutica actian a nivel de las sinapsis.

Existen criterios clésicos que son utilizados para definir a una sustancia como
neurotransmisor (De Robertis y De Robertis, 1988), y que constituyen una piedra

fundamental en la neuroquimica:

¢ Debe encontrarse en el terminal nervioso.

¢ Debe ser liberado por estimulacién nerviosa.

¢ Sus efectos deben parecerse a los producidos por estimulacién nerviosa.

e En ensayos in vitro, sus efectos deben ser modificados por drogas especificas
(agonistas y antagonistas) en el mismo sentido y con magnitud eimilar que en la
situacién in vivo.

¢ Debe ser inactivada después de su accién en la transmisién siniptica.

Los neurotransmisores se liberan de las vesiculas sinApticas que se encuentran
en la presinapsis y ejercen su accién sobre la membrana celular de la neurona
postsiniptica y, a veces, también sobre la presinfptica, interactuando con
macromoléculas proteicas especificas para el reconocimiento de dicho neurotransmisor,
los receptores sinfipticos. Estos receptores se encuentran acoplados a algtin sistema de
transduccién celular, como son los sistemas de segundos mensajeros quimicos
—receptores metabotrépicos—, o bien pueden constituir ellos mismos un canal i6nico y
producir cambios eléctricos por flujo de iones a través de la membrana neuronal —

receptores ionotrépicos—.



Se denominan agonistas a las drogas que provocan una respuesta similar a la del
neurotransmisor endégeno, mientras que a las que previenen la accién de los agonistas
se las llama antagonistas; dichas drogas generalmente tienen su sitio de accién en los
receptores  especificos. Mediante estudios farmacolégicos, utilizando las
particularidades de dichas drogas, es posible caracterizar a los receptores en cuanto a
su localizaci6n, funcién y rasgos estructurales.

La acetilcolina como neurotransmisor

o Lo més curioso de la acetilcolina es que hizo su
CH

H,C—\N;'CH,—CH,—O—g—CH, aparicién en la historia evolutiva mucho tiempo antes de
/

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

ACETILOOLINA las sinapsis funcionales. Se encuentra en taxones muy
diversos, en los vertebrados, pero también en bacterias, hongos y protozoos, los que
llevan un muy largo periodo de divergencia evolutiva. También se encuentra en los
vegetales, que carecen de sistemas nerviosos en su diseiio. Estos organismos cuentan
con la capacidad de almacenarla, asi como con la maquinaria para su biosintesis y
degradaci6n.

En los vertebrados la distribucién de la acetilcolina excede los limites del
sistema nervioso (se encuentra, por ejemplo, en la cérnea, en algunos epitelios ciliados,
en el bazo de los ungulados, en la placenta humana, etc.), pero sus acciones y funciones
més importantes y conspicuas residen en las células nerviosas y musculares (ver Weiner
y Taylor, 1985).

UbicAndonos en un contexto histérico, podemos decir que ya en 1914 Henry Dale
identificé a la acetilcolina como un posible mediador de ciertas funciones fisiol6gicas,

imitando los efectos de la estimulacién del nervio vago del corazén de la rana (Dale,
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1914). Posteriormente, en la década del veinte, Otto Loéwi evidencié su liberacién por
la estimulacién del mismo nervio (Loéwi, 1921). La acetilcolina se convirti6 de esta
forma en el primer neurotransmisor en ser identificado.

Durante décadas se supo que los receptores colinérgicos pueden dividirse en dos
tipos principales, sobre la base de sus propiedades farmacolégicas (Dale, 1914; para
una revisién més reciente ver Burgen, 1995). Los receptores sensibles a la toxina de la
planta de tabaco, llamada nicotina, fueron denominados

HO CH
nicotinicos; mientras los sensibles a la toxina muscarina, del — o/
He /—CH,~N—CH,
hongo venenoso Amanita muscaria, se llamaron muscarinicos. o CH,
MUSCARINA

Esta clasificacién empirico-farmacolégica resultd
sorprendentemente adecuada, al validarse luego por los estudios estructurales,
morfolégicos y bioquimicos, y més recientemente, a nivel molecular.

En este contexto, pudieron dilucidarse los modos de accién farmacolégica de
clertas drogas ya conocidas desde la antigiiedad, como la atropina y el curare,
resultando ser antagonistas selectivos para cada uno de los dos tipos de receptores:
muscarinicos y nicotinicos, respectivamente (Weiner y Taylor, 1985).

CH, Se encuentra entre los vegetales una gran cantidad de
Nh sustancias neuroactivas. La familia de las solanAceas, en
o_z_i:’OH particular, posee especies con alto contenido de alcaloides

\ naturales de bajo peso molecular que actfian sobre el receptor

‘ /l muscarinico, como son la atropina (de Atropa belladona),
ATROPINA pilocarpina (de Pilocarpus jaborandil), escopolamina (de
Scopolia carniolica), hiosciamina (de Hyoscyamus niger). 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 funcionamientos en el sistema nervioso.
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Los receptores colinérgicos

Los receptores nicotinicos pertenecen a la superfamilia de receptores
ionotrépicos, esto es canales i6nicos activados por ligando. Dichos receptores consisten
en subunidades proteicas que se ensamblan entre si, atravesando la bicapa lipidica de
la membrana plasmatica, formando un canal hidrofilico que puede comunicar los
medios acuosos extra e intracelular. En el caso del receptor nicotinico, 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 disociacién de la
acetilcolina del receptor, el canal i6nico se cierra, de manera que en el estado de reposo

no existe movimiento de iones a través del receptor (Changeux y col., 1984).
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Figura Intro-1
Esquema que representa el mecanismo preferencial de acoplamiento de los subtipos m2 y m4 de
receptor muscarinico, a través de proteinas G inhibitorias de la adenilato ciclasa. El efecto se
hace evidente cuando esta enzima se encuentra activada por accién de otro receptor.
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Figura Intro-2
Esquema que representa el mecanismo preferencial de acoplamiento de los subtipos m1, m3 y m5 de
receptor muscarinico, a través de proteinas G estimulatorias de la fosfolipasa C. La activacién de
esta enzima desencadena la cascada de metabolismo de fosfoinositidos, diacilglicerol, proteina
quinasa C y aumento de Ca®" intracelular.

Los receptores muscarinicos pertenecen a los de tipo metabotrépico. Estos
receptores no contienen en su estructura un canal i6nico, pero transducen la seiial hacia
el interior celular a través de interacciones con proteinas de membrana que unen
nucle6tidos de guanina (proteinas G) (Nathanson, 1987). Fistas, a su vez, interactfian
con enzimas como la adenilato ciclasa, la fosfolipasa C o con canales ibénicos, por
ejemplo de K*. Por accién de la acetilcolina sobre el receptor muscarinico se alteran los
niveles intracelulares de segundos mensajeros quimicos, como el AMPc, GMPc y
fosfatos de inositol, fenémeno que involucra a las proteinas G (ver Figuras Intro-1,




Intro-2 e Intro-3). Como evento posterior, pueden alterarse conductancias a iones como
K*y Ca*, como resultado de cascadas de procesos bioquimicos (ver Skok y col., 1989).

|
YUYy yYY

]

"

Figura Intro-3
Esquema que representa un mecanismo propuesto de acoplamiento de los subtipos m2 y
m4 de receptor muscarinico, a través de proteinas G que regularian directamente canales
catiénicos.

Nomenclatura del receptor muscarinico

Resulta conveniente aclarar algunos aspectos en cuanto a la nomenclatura
utilizada comfinmente para los subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos, segin
sea la discriminacién farmacolégica o génica (estructura primaria). Si se definen los
subtipos en cuanto a su perfil farmacolégico (estudios de fijaciéon especifica y

funcionales en sistemas nativos), hablamos de receptores M;, My, Mg; si se lo hace
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desde un punto de vista de su estructura primaria (secuencia de aminoéacidos),
hablamos de receptores m1, m2, m8, m4 y mb (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).

TABILA Intro-A
Nomenclatura y farmacologia de los subtipos de receptor muscarinico

Subtipo
Farmacolégico M, M, M, *M,? —
Nombres M Mz, Mz _ o
previos M, cardiaco M, glandular
Secuencia ml m2 m3 md mb
N¢
Aminoéacidos 460 466 590 478 5631
(humanos)
Efxtor Gq/] 1 G/o Gq/ 11 G/o GQ/ 11
(proteina G)

Radioligandos | *H-pirenzepina | *H-AF-DX 384 —

methoctramina | hexahidrofluoro-

Antagonistas pirenzepina AF-DX 116 siladifenidol
selectivos telenzepina gallamina (no B-fluorosila- tropicamida —
comp.) difenidol

himbacina

*El subtipo farmacolégico M, aiin no ha sido claramente caracterizado.
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El camino en biisqueda de la estructura del receptor

En la década del ‘70 afin no era imaginada la estrecha relacién existente entre
proteinas tales como el receptor B-adrenérgico, la rodopsina y el receptor muscarinico.
Con el desarrollo de técnicas que posibilitaron el estudio de la estructura,
secuenciacién y, posteriormente, el clonado de proteinas, se evidenci6é dicha relaci6n.
Estas moléculas, proteinas integrales de membranas biolégicas, comparten
caracteristicas comunes con la superfamilia de receptores metabotrépicos acoplados a
proteinas G. Estdn formadas por una sola cadena polipeptidica, con siete segmentos
hidrofébicos con configuracién a-hélice, que, se propuso, corresponden a porciones
transmembrana, unidos por tres segmentos extracelulares y tres intracelulares. Todas
estas proteinas poseen una estructura terciaria muy similar y un cierto grado de
homologia; asi, la bacteriorrodopsina sirvi6 en un principio como modelo para el
estudio de dicha estructura y para la comprensién de los mecanismos de acoplamiento
(Hall, 1987; Hulme y col., 1991). Como se observa en la Figura Intro-4, esta familia
posee slete segmentos transmembranales (TM1-TM7), tres segmentos
intracitoplasmaticos (I1-I8) y tres extracelulares (E1-E3), con el extremo C-terminal

intracelular y el N-terminal extracelular.
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Figura Intro-4
Esquema que representa la estructura general de los receptores muscarinicos,
coincidente con la de varios receptores metabotropicos, con siete segementos
transmembranales (TM1-TM7), cuatro extracelulares (E1-E4) y cuatro intracelulares
(11-14).

Desde 1986 comenzaron a clonarse los receptores muscarinicos; los primeros
fueron el cerebral y el cardiaco porcinos (ml y m2 respectivamente), utilizando una
estrategia de bisqueda con sondas de oligonucle6tidos en bibliotecas de cDNA (Kubo y
col.,, 1986a,b). Un ailo més tarde fueron identificados dos clomes més, con una
estrategia similar (receptores m3 y m4) (Bonner y col., 1987). Posteriormente, y junto
al hallazgo de un quinto gen (mb), se clonaron la mayoria de los receptores
muscarinicos de rata, porcino, rat6n y humano (Bonner, 1989; Hulme y col., 1990,
1991). Como dato evolutivo interesante se puede mencionar la identificacién y clonado,
en los Gltimos aiios, de receptores muscarinicos también en insectos como Drosophila
(ver Trimmer, 1995; Osborne, 1996), evidencia de su antigiiedad filogenética.
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Distribucién de los receptores

En cuanto a la distribucién predominante que presentan tales subtipos, se
realizaron determinaciones con técnicas de “northern blot” con los siguientes
resultados (Hulme y col., 1990):

e ml y m3: cerebro y glandulas ex6crinas;
e m2: corazén y masculo liso;
¢ m4: distribuci6n discreta en tejido neural;

e mb: no detectado.
Anslogamente, utilizando hibridacién in situ para discriminar la distribucién

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

e ml: localizacién telencefélica, particularmente abundante en corteza cerebral,
estriado e hipocampo;

e m2: encontrado en pequeiias cantidades en el septum medial, protuberancia y
télamo;

e m3: al igual que ml, se encuentra predominantemente en el cerebro anterior, y
adem4s en nticleos talamicos y del tallo cerebral;

¢ m4: en corteza cerebral, estriado e hipocampo;

e mb5: hallado en muy bajos niveles en hipocampo y en algunos nficleos del tallo
cerebral.
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Algunos sitios de accién de la acetilcolina en vertebrados y sus
rasgos funcionales

En vertebrados, los rasgos especificos de la transmisién colinérgica varian
marcadamente en sitios diferentes. Bésicamente, los sitios de accién de la acetilcolina
son:

1. Placas motoras del mfisculo esquelético inervadas por nervios motores somticos. La
acetilcolina es liberada y se une a receptores nicotinicos presentes en las placas de
las fibras musculares, produciendo contraccién muscular.

2. Sitios efectores del sistema nervioso auténomo, inervados por fibras parasimpéticas
post-ganglionares, que son masculo liso o bien, el sistema de conduccién cardiaca
(n6dulo sino-auricular, auricula, n6dulo auriculo-ventricular y eistema de His-
Purkinje). Principalmente mediadas por receptores muscarinicos, las acciones de la
acetilcolina consieten en modificar las actividades intrinsecas eléctrica y mecénica
del masculo liso, pero no iniciarlas.

3. Células ganglionares simpéticas y parasimpéticas y médula adrenal, inervadas por
fibras preganglionares del sistema nervioso auténomo. La funcién puede ser tanto
muscarinica como nicotinica, asf como excitadora o inhibitoria.

4. Ciertas sinapsis dentro del sistema nervioso central. El sistema colinérgico del
cerebro anterior se origina en las células del nacleo basal de Meynert o nficleo basal
magnocelular (dependiendo de la especie), que proyecta a toda la corteza cerebral.
Los ganglios de la base y las estructuras del sistema limbico presentan sinapsis
colinérgicas involucradas en funciones superiores del sistema nervioso central. La
neurotransmisién colinérgica central es predominantemente muscarinica, pero puede

ser en algunos casos nicotinica, con caracteristicas distintas de la periférica.
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Las neuronas colinérgicas presentan una distribuciébn rostro-caudal,
principalmente en la base del encéfalo. La formacién reticular medial romboencefélica
contiene elementos colinérgicos, asi como el 4rea tegmental lateral del romboencéfalo
rostral (ver Nieuwenhuys, 1985), pero las agrupaciones de somas neuronales més
importantes se encuentran en la base del cerebro anterior. Se han discriminado cuatro
poblaciones en esta zona: Ch1-Ch4 (Mesulam y col., 1983a,b; 1984).

e Chl corresponde al ntcleo 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 colinérgicas.

¢ Ch3 se ubica en la rama horizontal de la banda diagonal de Broca, con sblo un 1% de
neuronas colinérgicas.

¢ Ch4 corresponde al nficleo basal de Meynert (Meynert, 1872; Kolliker, 1896), el cual
yace en el medio de la substancia innominata, drea vagamente definida, ventral al
globo pélido, con un 90% de neuronas colinérgicas.

Las neuronas colinérgicas que se mencionaron proyectan a diversas zonas del
cerebro, donde se hallan neuronas colinoceptivas, implicadas en diversas funciones:

Neuronas del los grupos Ch1-2-3 proyectan fibras que pasan por la estria
medular y el tracto habenulointerpeduncular hacia la base del cerebro medio, donde
terminan en el nGcleo interpeduncular y en el 4rea tegmental ventral (Fibiger, 1982).
También las fibras que pasan por la estria medular proyectan al nfcleo medial
habenular (Gottesfeld y Jacobowitz, 1979).

Los grupos Chl-2 también envian proyecciones al hipocampo (lLewis y Shute,

1967) por via del fornix y terminan en el cuerno de Ammén y en la fascia dentada.
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Neuronas colinérgicas de Ch2 dirigen también fibras hacia el hipotdlamo. Las
de Ch3 proyectan hasta las capas externas del bulbo olfatorio.

Las neuronas colinérgicas del grupo Ch4 (anterolateral) por la via ventral
amigdalofugal envian fibras hasta el complejo amigdalino (principalmente al ntcleo
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; Bigl y col., 1982; Mesulam
y col., 1983a).

Farmacologia de los receptores muscarinicos: otro problema inconcluso

9y o A principios de la década del ‘80 se vio que las
ET‘C ' "N acciones muscarinicas de la acetilcolina no podian ser
NZ = explicadas por la existencia de un solo tipo de receptor. La
c=0 primera explicacibn fue que los agonistas reconocfan
’ distintos sitios, o bien cambiaban el estado del mismo
d j receptor (Raskovsky y col., 1988). En particular, los estudios
k de fijacién especifica del radioligando antagonista ®H-
s pirenzepina (°H-PZ) revelaron diferencias entre los tejidos
PIRENZEFINA considerados, sugiriendo la existencia de al menos dos
subtipos de receptores diferentes: M,, con afinidad relativamente alta para pirenzepina,
y M,, con menor afinidad para dicho ligando (Hammer y col., 1980; Hammer y
Giachetti, 1982). Sin embargo, la utilizacién de otro compuesto, 4-difenil acetoxi-metil
piperidina methiodide (4-DAMP), revel6 la heterogeneidad de los llamados “M,” en
corazén e fleo (Michel y col., 1989; Micheletti y col., 1990), por lo que se necesitd
postular la existencia de al menos tres subtipos de receptores muscarinicos para

explicar los datos; la clasificacion M,/M; basada solamente en la afinidad por
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pirenzepina resulté prematura (Birdsall y col., 1983; Caulfield y Straughan, 1983). El
descubrimiento y desarrollo de algunos otros antagonistas parcialmente selectivos
confirmé la idea de la existencia de tres subtipos de receptores muscarinicos definibles
farmacolégicamente, que fueron denominados M,;, My y M; (para revisiones ver
Nathanson, 1987; Hulme y col., 1990; Caulfield, 1993).

El panorama sobre la diversidad de subtipos se fue esclareciendo luego de la
aplicacién de técnicas de biologia molecular, que revelaron la existencia de cinco genes
diferentes que codifican distintos subtipos de receptores muscarinicos (Kubo y col.,
1986a,b; Bonner y col., 1987). También asi se trat6 de determinar la distribucién de los
subtipos de receptores en areas discretas del sistema nervioso, aunque en realidad se
determin6, s6lo en algunas #reas, dénde se producen o hay mensajeros para
determinada proteina.

Afin hoy se continia intentando determinar la localizacién precisa de los

subtipos de receptores muscarinicos en el sistema nervioso central.

El esfuerzo se dirigié6 fundamentalmente al estudio de los roles funcionales,
caracteristicas y mecanismos de accién de los subtipos. La carencia de herramientas
farmacolégicas con buena selectividad ha dificultado el avance en el desarrollo de estas
tareas, por lo que su bisqueda constituyd, en los Gltimos aiios, uno de los temas
principales de investigacién en la neurotransmisién colinérgica muscarinica (Caulfield,
1993).

El objetivo general de las investigaciones en subtipos de receptores muscarinicos
consiste en asignar un rol particular o funcién en condiciones nativas (es decir en
sistemas naturales como células u 6rganos que normalmente los expresan). En los
Gltimos afios surgi6 una cantidad apreciable de trabajos con experimentos

farmacolégicos que utilizan como modelo experimental lineas celulares que no expresan
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receptores muscarinicos, transfectadas de tal modo que expresan establemente un tipo
particular de receptor. Esto soluciona el problema existente en tejidos y células
nativos, que expresan en general mifltiples subtipos de receptor, con los
correspondientes mfltiples sistemas de transduccién de seifiales. Pero es riesgoso
asumir que los receptores expresados artificialmente en una linea celular posean
caracteristicas idénticas a los nativos. Las secuencias aminoacidicas de los receptores
tienen sitios que pueden ser objeto de modificaciones postraduccionales (como
fosforilacién y glicosilacién) (Parker y col., 1991). También puede ocurrir que la
maquinaria bioquimica en este modelo experimental sea distinta cuali- o
cuantitativamente de la nativa, como por ejemplo los tipos de proteinas G involucradas,

enzimas efectoras, canales i6nicos, etc.

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

sistemas nativos consiste en ver diferencias en las constantes de disociacién de
equilibrio o cinéticas para antagonistas, a través de experimentos de fijacién especifica
de radioligandos, o sus afinidades aparentes, en experimentos funcionales. Las
constantes de disociacién de los experimentos de fijacién especifica pueden ser datos
Gtiles 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 investigacién sobre los receptores muscarinicos fue mas 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
definicibn de un subtipo particular se incluyan varios valores de constantes de
disociacién para distintos antagonistas m#s o menos selectivos (ver Buckley y col.,
1989; Hulme y col., 1990; Caulfield, 1993).
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La Tabla Intro-B muestra los valores de pKp de algunos antagonistas

parcialmente selectivos para los cinco receptores muscarinicos. Los datos incluyen

valores de estudios farmacolégicos de fijacién especifica y funcionales.

TABLA Intro-B
Valores de potencias de antagonistas parcialmente selectivos en experimentos de fijacion
especifica o en ensayos funcionales, expresadas como pK, (-log Kp).

Gen ml m2 m3 m4 mb5
Subtipo M, M, M, M, —
farmacolégico
Compuesto
a/b 7.9-8.2 a/c 6.36.5 a/b 6.7-7.1 a/b 7.1-76
Pirenzepina c 8.1-85 b 6.7 c 6.6 c 7.7-8.1 b 6.2-7.1
a/b 6.4-6.7 a 59 a/b 6.6
AF-DX 116 c 69 7.1-7.2 c 6.6 c 7 b 6.6
a/b 7.1-7.6 a/b 7.883 a/b 6.3-6.9 b 74
Methoctramina c 6.5 c 79 c 6 a 7.88.1 b 6.9-7.2
c 7.6
a/b 8.99.2 a/b 8-8.4 a/b 8.9-9.3 a/b 89
4-DAMP c 86 c78 c 91 c 94 b 9
a/b 7-7.2 a/b 88.3 a/b 6.9-7.4 a/b 885
Himbacina 7.2 c 85 c 76 c 8588 b 63
b 7.2-7.7 a/b 669 a/b 7.87.9
pFHHSID c 7.2 c 6 c79 b 7.5 b 7
AF-DX 384 b 7.37.5 8.29 b 7.2-7.8 b 88.7 b 63

a: estudios de desplazamiento de radioligandos
b: estudios en receptores clonados en lineas celulares
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c: estudios funcionales

Datos revisados por Caulfield (1993) y por Eglen y Watson (1996), de los trabajos: Dérje y col., 1991b;
Lazareno y col., 1990; Hulme y col., 1990; Lazareno y Roberts, 1989; Brown y col., 1980; Bemheim 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, ee aprecia que no hay mayores
discrepancias entre las afinidades determinadas en estudios de fijacién especifica de
radioligandos y las afinidades aparentes obtenidas en los experimentos funcionales.
Esto sugiere que las caracteristicas de los sitios de unién de antagonistas reflejan las
caracteristicas de los receptores acoplados correspondientes. Asimismo, no parece
haber grandes diferencias si se comparan los resultados obtenidos con receptores
clonados (que se expresan en lineas 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 unién de antagonistas.

Acerca de como se reconocen los farmacos y receptores

En la mayoria de los casos, y para cualquier receptor, se considera que los
antagonistas compiten con los agonistas por el sitio especifico (sitio agonista u
ortostérico), pero existen casos en que la evidencia seiiala la existencia de un sitio
alostérico (sitio cooperativo) en el receptor, ¢l que puede ser ocupado por compuestos
con alta afinidad (Matsui y col., 1995).

En el receptor muscarinico estA postulada la existencia de un sitio de tipo
alostérico, al cual se unen compuestos tales como la gallamina, methoctramina,
alcuronium, tacrina y McN-A-343 (Mohr y Triinkle, 1994; Jakubik y col., 1995; Jakubik
y Tucek, 1995; Hejnova y col., 1995; Tucek y col., 1995; TuCek y ProSka, 1995). Dicho
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sitio alostérico puede evidenciarse por un decremento en la tasa de disociacién de
radioligandos competitivos, como *H-NMS (Hulme y col., 1990; lee y El-Fakahany,
1991b; Jones y col.,, 1992; Tucek y ProSka, 1995). Los efectos alostéricos se
evidenciaron tanto en receptores nativos (Stockton y col., 1983) como en clonados (Lee
y El-Fakahany, 1991a). Los resultados parecen indicar que los receptores m2 son més
susceptibles a los efectos alostéricos de la gallamina, que son vistos a concentraciones
por encima de 10 pM (Tucek y Proska, 1995). Estos ligandos, que se han descripto
como cooperativos, también poseen una afinidad apreciable por el sitio agonista, donde
la interaccién seria competitiva, lo que significa que, si el sitio alostérico altera la
accién del agonista (en un sentido funcional), los efectos serian mixtos. Sin embargo,
existen casos como el reportado por Ehlert (1988), en que la inhibicién de la actividad
de la adenilato ciclasa por el agonista oxotremorina, en membranas de miocardio de
rata, se modifica por gallamina, tal que su accién 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 accién de masas, especialmente con drogas como
gallamina y methoctramina, en experiencias bioquimicas y funcionales, aunque hasta el
momento no se haya podido probar la relevancia fisiolégica del sitio alostérico en la

transmisién muscarinica.
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Desde hace mas de dos décadas, el desarrollo de

X N
{ i / ™N radioligandos con alta especificidad y afinidad para el
= 0 :
\HO/~C o N receptor muscarinico ha sido muy importante en la
N aproximaci6én al conocimiento del mismo (Sweetnam y
\/ col., 1998). La historia muestra muchos reportes sobre
BENZILATO DE QUINUCLIDINA

la identificacién de sitios especificos muscarinicos en
muy variados tipos de células y tejidos (ver Nathanson, 1987; Hulme y col., 1991;
Caulfield, 1993). Al comienzo, el radioligando més utilizado fue el benzilato de
quinuclidina tritiado (°H-QNB), antagonista de alta cH

afinidad y con baja constante de disociacién, que se une, o NEI%

sin discriminar, a todos los subtipos de receptor \O_E_:I;:'OH
muscarinico (Yamamura y Snyder, 1974a,b). La N-metil !'/\
escopolamina tritiada (*H-NMS) es otro radioligando con l\/
caracteristicas similares al anterior, pero con constante N-METIL ESCOPOLAMINA

de disociacién algo mayor, y es utilizada muy frecuentemente como ligando equivalente
para todos los receptores muscarinicos. Otro antagonista no selectivo muy utilizado es
la mostaza de propilbenzilcolina tritiada (*H-PBCM), que se une en forma covalente al
receptor muscarinico, siendo esta uni6n irreversible.
Otro ligando muscarinico de
t‘ ' particular interés es la pirenzepina
c _CH,—CH,~Cl tritiada (CH-PZ) que, como ya se
li CH,—CH,—CH, mencionara, fue el primer antagonista
NF descripto como parcialmente selectivo por

PROPILBENZILCOLINA (mostaza)
un subtipo farmacol6gico de receptor, el
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llamado M,. La pirenzepina presenta alta afinidad por el receptor M;, y menor por el
denominado, en su momento, M. La ®H-PZ se une a los receptores muscarinicos
predominantes en corteza cerebral, hipocampo y ganglios (M;) con una afinidad
relativamente alta (ver Tabla Intro-B), mientras que en el corazén, glandulas y mtisculo
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 describi6 un compuesto o
dertvado de la pirenzepina llamado ARDX 116 ~ Ny~ N— c\/\

(Micheletti y col., 1989; Mickala y col., 1996). \N/\ /\/

Este antagonista revel6 la heterogeneidad de los C—

llamados, hasta ese momento, receptores Mg, CH,— CH,
/ —N

dado que posee mayor afinidad por los \f CH —CH,

receptores de corazén —ahora M,; propiamente \/‘

dicho— que por los glandulares —ahora Mg— AF-DX 116

(ver Tabla Intro-B). Un anélogo del anterior, *H-AF-DX 884, con caracteristicas
parecidas, se usa como radioligando relativamente selectivo por los receptores M,
(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
M; que los compuestos antes citados (Quaglia y col., 1991; Re y col., 1993; Caulfield,
1993).
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/\/H_&\/\ Entonces, un perfil que responde a una

| | | | alta afinidad por pirenzepina y 4-DAMP,
/
Y N/\/
6—6 intermedia por para-fluoro-hexahidro-
NH siladifenidol (p-F-HHSiD; Lambrecht y col.,
c_,:Hz 1989a), y baja por himbacina, methoctramina
CHl
N CH,—CH,—CH, y AF-DXs es indicativo de receptores del
yd \/CH ’—N\
5 | CH,—CH,—CH, gubtipo M, farmacolégico (ver Tabla Intro-B)
~ (Hulme y col., 1990; Caulfield, 1993; Eglen y
AF-DX 884 Watson, 1996).

Los receptores My son definidos usualmente por una alta afinidad por
methoctramina, himbacina y AF-DXs, con una baja afinidad por pirenzepina, 4 DAMP y
(p-F-HHSID) (Caulfield, 1998; Eglen y Watson, 1996).

Los receptores M, tienen alta afinidad por 4-DAMP y p-F-HHSID, y baja afinidad
por pirenzepina, methoctramina y himbacina (Caulfield, 1998; Eglen y Watson, 1996).

Los receptores M, son definidos por poseer una afinidad de moderada a alta por
pirenzepina y alta por himbacina. Los otros compuestos parcialmente selectivos —
methoctramina, 4-DAMP, p-F-HHSiD— tienen alta afinidad por estos receptores, lo
cual significa que no pueden utilizarse para distinguirlos de Mg ni de Mg (Caulfield,
1998; Eglen y Watson, 1996).

Los receptores mb clonados sblo han sido caracterizados hasta el momento por
estudios de fijacién especifica con radioligandos en células que expresan sb6lo ese
receptor. Datos de Doérje y col. (1991b) en receptores mb humanos clonados
expresados en cé¢lulas CHO, indican que algunos anélogos de AF-DX 116, tales como
AF-DX 384, AQ RA-741 y AF-DX 250 podrian tener mucha menor afinidad por este

subtipo que por cualquier otro receptor muscarinico. Las caracteristicas farmacolégicas
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del producto génico mb parecen diferir de la de los otros (Hosey, 1992).
Recientemente, en el sistema de expresién 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. AGn no se ha establecido si esto es verdad en un sistema de
expresién de mamiferos.

AGn no se determinaron las consecuencias funcionales de la activacién de este
subtipo en condiciones nativas (Hosey, 1992). Lo que se sabe es que es el tinico subtipo
expresado en la sustancia nigra, y parece posible que alli medie los efectos
estimulatorios de los agonistas muscarinicos en la liberacién de dopamina (Weiner y
col., 1990). Ultimamente se determiné que el receptor muscarinico que media la
contraccién del ileo aislado de pollo podria representar un correlato funcional del
producto génico de mb (Darroch y Mitchelson, 1995; Eglen y Watson, 1996).

Un dato importante, a esta altura del anélisis de los receptores muscarinicos, es
que las caracteristicas farmacolégicas de cada subtipo parecen indistinguibles entre
distintas especies biol6gicas (Caulfield, 1993; Eglen y Watson, 1996). Asi, existen
reportes de afinidades muy similares, tanto en fijacién especifica de radioligandos
como en estudios funcionales, en receptores humanos clonados (Dérje 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 disociacién
para un mismo antagonista reportados por diferentes grupos, se evidencia la limitada
selectividad que exhiben los antagonistas. Por ello resulta dificil discriminar qué
subtipo de receptor esta involucrado en cada respuesta. El panorama se complica afin
més porque casi siempre se expresa méAs de un subtipo en cada regi6n y miltiples
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 aproximacién alternativa al problema consiste en el uso de antisueros
selectivos. Segtin lo expresado por Levey y col. (1991; Levey, 1993), éstos serian
exquisitamente sensibles para cada subtipo, aunque la distribucién de cada subtipo no
siempre coincide con la determinada mediante la fijacién especifica de radioligandos.
Los mismos autores plantean que esto podria deberse a la pobre selectividad de los
ligandos utilizados, especialmente en los estudios que estiman proporciones entre los
subtipos M, y M,. Posiblemente también deban refinarse los métodos
inmunohistoquimicos que se utilizan en la actualidad

Debido a los estudios de biologia molecular, la caracterizacién de las diferencias
entre subtipos del receptor puede ahora ser extendida m#fs alla de las relaciones
estructura-actividad de los antagonistas, para incluir elementos clave de la estructura
del receptor que especifican caracteristicas distintivas y que pueden resultar en cierta
selectividad por antagonistas.

Asi se sabe que la unién de antagonistas y agonistas probablemente involucre un
clerto ntmero de residuos aminoacidicos ubicados en una hendidura formada por las
secuencias transmembranales del receptor (ver Discusién General). Ademss, las
moléculas agonistas y antagonistas poseen una parte catiénica (que seria anéloga al
nitrégeno cuaternario de la acetilcolina) que forma un puente i6nico con un residuo
aspartato (105) en la tercera hélice transmembranal (TMIII), conservado en los cinco
subtipos de receptor, asi como en todos los receptores de aminas catiénicas, y al cual se
unen los anélogos de la propilbenzililcolina (Curtis y col., 1989; Jones y col., 1992). La
quinta hélice tranemembranal (TMV) posee conservados también dos residuos de
alanina, las que se sugiere serian homoélogas a dos serinas presentes en el receptor -
adrenérgico, que formarian puentes de hidrégeno con el grupo catecol OH de la
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noradrenalina. Anélogamente, estas dos alaninas podrian participar en la interaccién
del receptor con el grupo metilo de la acetilcolina (Hulme y col., 1993).

En un anélisis ulterior se discriminaron varios residuos aminoacidicos
conservados, con posibilidad de intervenir en la unién de la acetilcolina al receptor.
Estos se encuentran en las regiones transmembranales TMV (dos residuos de treonina),
TMVI (una tirosina y una asparragina) y TMVII (dos tirosinas). Los residuos
mencionados podrian actuar como donores/aceptores en uniones puentes de hidrégeno
y se encuentran conservados, varios de ellos finicos en los receptores muscarinicos

(Hulme y col., 1993).



Ofidios, o los fabricantes de toxinas

Las serpientes (Clase Reptilia, Orden Squamata) hicieron su aparicién en el
escenario evolutivo durante el periodo cretéAcico, hace aproximadamente 100-120
millones de aiios, aunque las serpientes venenosas son de aparicién relativamente
tardia: en el mioceno, hace menos de 80 millones de aiios (Harris, 1991). Segfin
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 s6lo a b 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 neurotransmisién en forma especifica.

La familia que aqui nos interesa es Elapidae, caracteristica de serpientes
venenosas y con representantes en las tres Américas, Africa, Asia y Oceania, y a la cual
pertenecen las cobras, “kraits”, corales y mambas (ver Figura y para més detalles
Mengden, 1983; Endo y Tamiya, 1991).
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Familia Subfamilia

Bungarini
(cobras asiaticas)

fungarlnae
; | \Najini -

(cobras afroastéaticas)

/ |

\ Elapini
\ (corales americanas
\ y nor-asidticas)

—

‘Elaplnae ——= Maticorini

(corales sud-asiaticas)

Laticaudini
(kraits marinas)

—— | Bungarus

Aspidelaps
Boulengerina
Dendroaspis
Elapsoidea
Hemachatus

i Naja

Ophiophagus
Parangja
Pseudohaje
Walterinnesia

Calllophis
Leptomicrurus
Micruroides
Micrurus

Maticora
Parapistocalamus

| Laticauda

("kraits”)

(cobras "nariz de escudo”)
(cobras de agua)
(mambas)

(culebras africanas)
(cobras "ringhals™
(cobras)

(cobra King)

(cobra de madriguera)
(cobras arbdreas)

(cobra del desierto)

(corales asiaticas)
(corales)
(coral de Arizona)
(corales)

(coralcs)
(serpiente de Hediger)

("kraits” marinas)

Los venenos de las mambas estdn entre los més estudiados, debido a las

interesantes acciones neurotfxicas de sus componentes. Existen cuatro especies de

mambas, todas del continente africano y pertenecientes al gémero Dendroaspis: la

mamba negra (D. polylepis), la mamba verde occidental (D. viridis), la mamba verde

oriental (D. angusticeps) y la mamba de Jameson (D. jamesoni).
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Una pequena introduccién 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 la composicion de toxinas en su veneno (Harvey y Karlsson,
1982, 1984); no obstante, en algunos casos se pueden encontrar toxinas homélogas
presentes en los otros venenos.

El veneno de la mamba verde oriental (Dendroaspis angusticeps) tiene efectos
diversos sobre la preparacion de placa motora de mfisculo esquelético a distintas
concentraciones: a bajas concentraciones el veneno incrementa la amplitud de las
contracciones fasicas evocadas indirectamente por la estimulacién del nervio; a
concentraciones intermedias reduce la sensibilidad a la acetilcolina, es decir que hay
signos de bloqueo de los receptores nicotinicos; a concentraciones més altas inhibe la

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

individualizacién y caracterizacién y lograron hallar péptidos que producen efectos

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

afectan la neurotransmisi6n en algtin nivel:

1.

Toxinas facilitatorias de la neurotransmisién, que incrementan la liberacién de
acetilcolina en respuesta a la estimulacién del nervio, por bloqueo de canales de K*
dependientes de voltaje presentes en el terminal nervioso. Fueron llamadas
dendrotoxinas (DTx) (Harvey y Karlsson, 1980, 1982, 1984; Harvey y Anderson,
19856; Harvey, 1991).

. Toxinas anticolinesterésicas, inhibidoras irreversibles de la acetilcolinesterasa

(AChE), selectivas por algunos tipos de enzima. Fueron denominadas fasciculinas
(FAS) por producir fasciculaciones de las fibras musculares (Rodriguez-Ithurralde y
col., 1983; Karlsson y col., 1984, 1985; Dajas y col., 1988).

. Toxinas bloqueantes de canales de Ca*, selectivas por el tipo L de canales. Se

denominaron calciseptinas (De Weille y col., 1991).

4. Toxinas muscarinicas (MTx), de las que se ocupa el presente trabajo.

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

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

que presentan acciones sobre componentes del sistema nervioso, es decir, sobre canales

i6nicos, receptores de neurotransmisores y mecanismos enziméaticos:
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NEUROTOXINAS

|

SOBRE RECEPTORES
A NEUROTRANSMISORES
[
|
| | | SOBRE MECANISMOS
CQUNER%I&OS GABAERGICOS ADRENERGICOS GLUTAMATERGICOS ENZIMATICOS
[z dvermectina DRIX -ﬁxpn
f & ungaroke a-oguidne  £OSFOLIP
-bungarokudne notexdng
SOBRE CANALES ansiodne taipodne
IGNICOS o bungaraione
| ersbutodng b
& -cobrotorine
| I | ACETILCOLINESTE
K c.:' Na* fasciculines
dendrokndnes tetrodotodne
MCPD 'm sapdicodna
e, Cabtgten g
FTX cigustoxina
ma:‘.lmaum

Toxinas que actiian sobre el receptor muscarinico

A fines de la década del ‘80 un grupo de investigadores descubri6 que el veneno
de D. angusticeps es capaz de inhibir la fijacién especifica del radioligando
muscarinico *H-QNB a membranas de corteza cerebral (Adem y col., 1988). Por
métodos cromatogréficos lograron aislar dos péptidos de aproximadamente 7000 Da,
que inhibieron parcialmente la unién de *H-QNB, lo que llev6 a pensar en una posible
selectividad de los mismos por algin subtipo de receptor muscarinico. No existian
evidencias previas de este hecho. Para el receptor nicotinico, en cambio, sf se habian
encontrado toxinas especificas en los venenos de cobras, mambas y serpientes marinas,

las a-toxinas. La estrategia utilizada para el aislamiento de las toxinas muscarinicas se
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bas6 en las propiedades de tamaio (filtracién en gel), de carga (intercambio i6nico) e
hidrofobicidad (HPLC), encontrandose en el Gltimo paso de purificacién dos picos con
actividad muscarinica, correspondientes a los dos péptidos, cuya homogeneidad fue
corroborada por HPLC (Adem y col., 1988). Estas proteinas fueron bautizadas MIx1 y
MTx2, por “muscarinic toxins”, y se enumeraron de acuerdo al orden de elucién en el
paso cromatogréfico en el cual ambas se separan.

Inmediatamente nuestro grupo comenz6 a trabajar con estas toxinas, analizando
sus particularidades farmacolégicas. Se vio que eran capaces de inhibir parcialmente
la fijaci6n del radioligando no selectivo ®H-QNB, en mayor medida en membranas
sinaptosomales de corteza cerebral (50%) que de tallo cerebral (20%). Sumada a esta
evidencia se observé que la inhibicién de la unién del radioligando parcialmente
selectivo ®*H-PZ result6 casi total, lo que sugiri6 que estos péptidos podrian unirse
selectivamente al subtipo farmacolégico de receptores muscarinicos M,, con mayor
afinidad por PZ y més abundantes en la corteza que en el tallo cerebral (Jerusalinsky y
col., 1992a).

En un primer anélisis estructural de estas toxinas, se report6 que estaban
formadas por 64 aminodcidos MTx1 y 63 MIx2, con pesos moleculares calculados a
partir de su composicién de 7201 y 6839 Da, respectivamente, y sin grupos sulthidrilos
libres (Adem y col., 1988; Jerusalinsky y col., 1989a,b). Posteriormente, a principios
de esta década, se han realizado sus secuenciaciones. MIx2 fue secuenciada por dos
grupos en forma independiente y utilizando diferentes estrategias. Ducancel y col.
(1991) dedujeron la forma precursora de MIx2 a partir de un clon de cDNA obtenido
por bisqueda con una sonda de secuencia conocida a partir de datos previos, en una
biblioteca de cDNA de RNA mensajeros de la glandula del veneno de la serpiente.
Karlsson y col. (1991) procedieron a la purificacién de MTx2 a partir del veneno y luego



Una pequena introduccién general

realizaron su secuenciacién aminoacidica por métodos quimico-organicos. Ambos
grupos llegaron a los mismos resultados. La toxina MTx2 tiene 65 aminoécidos con 8
residuos de cisteina, que presumiblemente forman 4 puentes disulfuro. Es llamativa la
semejanza de esta toxina con otras también presentes en el veneno de elapidos, como

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

las citotoxinas.
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Figura Intro-5
Estructura de las toxinas "three
fingered", entre las que se
encuentran las a-neurotoxinas
curaremiméticas, las
dendrotoxinas, las fasciculinas
y las toxinas muscarinicas.
Las moléculas presentan 4
puentes disulfuro, que forman
una region "core". Las zonas
intermedias se pliegan para
formar tres "loops", que
confieren un aspecto de "tres
dedos".

et
L

Este conocimiento lleva a la idea de la existencia de una superfamilia de
péptidos presentes en los venenos de las serpientes de esta familia, todos con el mismo
tamaiio aproximado, con el mismo patrén de puentes disulfuro y el mismo plegamiento.

La Figura Intro-5 esquematiza la estructura terciaria de estas toxinas, analoga a las a-
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neurotoxinas bien conocidas, con 8 “loops” adyacentes ricos en estructura secundaria
en hoja B-plegada y conectados a un pequeiio corazén globular con los mencionados
puentes disulfuro. Posteriormente, se ha determinado con mayor precisién la
estructura tridimensional de la toxina MTx2 por técnicas de resonancia magnética
nuclear y modelado molecular (Ségalas y col., 1995a), confirméndose esas
apreciaciones.

No obstante la homologia existente entre esta variedad de toxinas, las MTxs
reconocen a los receptores muscarinicos, mientras que las a-neurotoxinas reconocen a
los nicotinicos y ambas derivarian de un gen ancestral comfn.

Las toxinas curaremiméticas poseen 13 residuos conservados y se postul6é su
importancia como sitio de uni6én al receptor nicotinico; s6lo dos de esos aminoacidos se
encuentran en la secuencia de MIxl y MIx2, y esta caracteristica conferiria su

diferente especificidad (Ducancel y col., 1991; Karlsson y col., 1994).
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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LAS TOXINAS MUSCARINICAS

iR i 3
! ¥eneno de D. angustic

Sephadex G-50
AmOAc 0.1 M
pH6.9

pica 7000 Da liofilizada

SP-Sephadex C-25
gradiente AmOAc
0.05M, pH5.2 vs
1.0M, pH6.5

SP-Sephadex C-25
gradiente AmOAc
0.01 M, pH7.0 vs
0.5M,pH7.0

dos picos con actividad muscarinica

27 niggs; MTx1 v MTx2

El veneno liofolizado de
Jabria, B. V,
Harderwijk, Holanda. El procedimiento general
utilizado para aislar las fracciones con actividad

Dendroaspis

angusticeps se obtuvo de

muscarinica fue
colaboradores (Adem y col., 1988). El veneno se
disolvié en acetato de amonio (AmOAc) 0.10 M,

descripto por Karlsson y

pH 6.9, se filtr6 en gel Sephadex G-50
(Pharmacia-LKB, Biotechnology, Suecia) en el
mismo buffer, y los tubos del pico de proteina
conteniendo los péptidos que eluyen con los
pesos moleculares cercanos a 7000 Da, se colect6
junto y se liofiliz6. En esta fraccién también
estan presentes algunos polipéptidos
neuroactivos, tales como las dendrotoxinas
(Harvey y Karlsson, 1980) y las fasciculinas
(Rodriguez-Ithurralde y col., 1983).

El paso pr6ximo fue una cromatografia de
intercambio catiénico en Bio-Rex 70, 400 mesh
(Bio Rad Laboratories), equilibrada con AmOAc
0.20 M, pH 7.3, y luego lavada con 100 ml de
AmOAc 0.03 M, pH 7.3. La muestra se disolvi6
en el mismo buffer para su aplicacion a la
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columna, la cual se lavé subsecuentemente con 100 ml de buffer AmOAc 0.03 M, hasta
que el registro alcanzara la linea de base, antes de la aplicacién de un gradiente de
concentracién de AmOAc a pH 7.3 para el aislamiento de los diversos péptidos. Las
MTxs no se unieron al intercambiador catiénico bajo estas condiciones, y asi las
fracciones excluidas fueron colectadas juntas y liofilizadas.

Los dos pasos siguientes de cromatografia de intercambio cati6énico se realizaron
acorde con el procedimiento original, con ligeras modificaciones (Adem y col., 1988).
Los gradientes para los pasos de cromatografia de baja presién se formaron con un
mezclador de gradientes Ultrograd (LKB, Bromma, Suecia). La fraccién del Bio-Rex 70
se disolvi6 en AmOAc 0.05 M, pH 5.2, y se sembr6 en una columna SP Sephadex C-25,
equilibrada con el mismo buffer. Se eluy6 con un gradiente lineal de AmOAc, de 0.05
M, pH b.2, hasta 1.0 M, pH 6.5, como se describe en la Figura I-1 del capitulo I de los
resultados. Las fracciones del pico proteico que mostraron actividad muscarinica
fueron colectadas juntas, se ajust6 el pH a 7.4 con NH;OH 1 M y luego se liofilizaron.

Esta muestra fue sometida a un segundo paso en SP Sephadex C-25, equilibrado
con AmOAc 0.01 M, pH 7.0; se eluy6 con un gradiente lineal de AmOAc, de 0.01 M, pH
7.0, hasta 0.6 M, pH 7.0, como se muestra en la Figura I-2 de Resultados. Dos picos
proteicos correspondientes a las supuestas MIxs y designados MIx1 y MTIx2, de
acuerdo con su orden de elucién, mostraron la actividad muscarinica que luego se
describiré.

La pureza de las fracciones aisladas se corroboré por HPLC en fase reversa (RP),
usando una columna Bakerbond WP-Butyl (C)), 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% (Buffer B) para la elucién de las muestras, como se describe en la Figura
I-3 de Resultados.
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Determinaciéon de aminoacidos

Muestras de MTIx1 y MTx2 se hidrolisaron con HC1 6 N en fenol a 110°C por 24
hs. Los hidrolisados se procesaron en un autoanalizador Beckman con medicién de
absorbancia en u.v., para calcular las relaciones molares y, por aproximacién, el nmero
entero més cercano fue considerado el mas probable.

El anilisis de la secuencia N-terminal de MITx2 se realiz6 usando un

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



PREPARACION DE MEMBRANAS PARA LOS ENSAYOS DE FJACION
ESPECIFICA

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

Estructura cerebral Se prepararon
(corteza, hipocampo. tallo. estriado)
membranas sinaptosomales
Homogeneizacion crudas de las estructuras
20 vol sacarosa 0.32 M

cerebrales de rata mencionadas,
Homogenato

siguiendo el procedimiento

Centrifugacién al R
1000 g 10 min original de De Robertis y
colaboradores (De Robertis y

Sobrenadante

col., 1966), con algunas

Centrifugacién

10000 x g - 45 min modificaciones. El tejido se

homogeneizé en 20 voltimenes

de sacarosa 0.32 M en
Shock hipoosmético
- Centrifugacién homogeneizador con potter de

Sobrenadante <N " 10000 x g -45 min

vidrio y vastago de teflén, en

tres o cuatro operaciones de

Resuspension

en buffer diez bajadas cada una. El

homogenato se centrifugb a

Suspension de membranas

1000 x g durante 10 min, siendo

descartado el pellet. El sobrenadante se centrifugbé nuevamente, esta vez a 100000 x g
durante 45 min. El pellet resultante se resuspendié en 20 voltimenes de buffer PO,
K*, Na* 50 mM, pH 7.4 y se centrifugd nuevamente con las mismas condiciones

anteriores. El pellet resultante de esta segunda bajada se resuspendié en el mismo
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buffer, de manera tal de obtener una concentracién de proteinas alrededor de 3-4

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

membranas sinaptosomales se guardé alicuotizada a -70°C hasta su utilizacién.

Preparacion de membranas de conducto deferente

Se prepararon membranas

Conducto deferente

de conducto deferente de rata

Homogeneizacion
Ultra Turrax - buffer para los ensayos de fijacion
Homogeneizador
especifica de radioligandos.
Homogenato

Luego de disectar los conductos

Centrifugacion

27000 x g - 40 min deferentes se homogeneizaron en

Ultra Turrax a velocidad mediana
Pellet
en buffer Tris-HCI 50 mM, MgCl,

Centrifugacion

27000 x g - 40 min 10 mM, pH 7.4' o buffer PO;&, K+,

Sobrenadante < N
Na* 50 mM, pH 7.4 y luego

) homogeneizados en
Resuspension

en buffer -
Filtrado

homogeneizador con potter de
vidrio y vastago de teflén. El

Suspension de membranas

homogenato se centrifugé a 30000
x g durante 40 min y el pellet se resuspendi6 y volvié a centrifugar en las mismas
condiciones. Luego de resuspender el pellet, se filtré a través de gasa y se lo llevé al
volumen correspondiente para obtener una concentracién de proteinas de alrededor de
0.3-0.7 mg/ml, determinada por el método de Lowry (Lowry y col., 1951). La
suspension de membranas se us6 el mismo dia en los ensayos de fijacion especifica de

radioligandos.
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Preparacion de membranas de pancreas

Se prepararon membranas

Pancreas

de péancreas de rata para los
Homogeneizacion 10 vol

sacarosa 0.3 M - ensayos de fijacion especifica.
aprotinina - bacitracina

Luego de disectar el pancreas se
Homogenato homogeneiz6 en 10 volamenes de
sacarosa 0.3 M, aprotinina 1.1
Rellt TIU/ml, bacitracina 100 M. El
homogenato se centrifugé a 1000 x
g durante 10 min y al sobrenadante
Solyenadulc =g se le agreg buffer PO,*, K*, Na* 50
mM, MgCl; 2 mM, aprotinina 0.556
TIU/ml, bacitracina 100 pM, BSA
0.5%, pH 7.4 y se lo centrifug6 a

30000 x g durante 30 min. El

Suspension de membranas

pellet se resuspendi6é en el mismo buffer, de manera de obtener una concentraciéon de

aproximadamente 2 mg/ml.

Determinacion de proteinas
La determinacién de la concentracién de proteinas se realiz6 segin el método de

Lowry (Lowry y col., 1951). Como patrén se utilizaron curvas estdndares utilizando
soluciones de albimina de suero bovina (BSA, Sigma).
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RECEPTORES MUSCARINICOS CLONADOS:

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

puros de receptores muscarinicos humanos de dos fuentes:

e subtipos m1l y m2 de receptor producidos en células Sf9 de insecto infectadas con baculovirus
recombinante, purificados y reconstituidos en membranas artificiales (Parker y col., 1991),

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

Esta preparacién fue homogeneizada en vidrio-teflon con buffer PO,*, K*, Na* 50
mM pH 7.4 y diluida hasta obtener una concentracién de 0.08 mg de proteina/ml para
el subtipo m1 y de 0.056 mg de proteina/ml para el subtipo m2. Se utilizaron alicuotas
de 0.5 ml para los ensayos de fijacién de radioligandos.

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

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

Este tipo de preparaci6n fue diluida en buffer Tris-HCl 50 mM, MgCl, 10 mM,
EDTA 1 mM pH 7.4, sin necesidad de homogeneizaci6én, hasta obtener concentraciones
de 0.02 mg de proteina/ml para el subtipo m1, 0.01 mg de proteina/ml para el subtipo
m2, 0.025 mg de proteina/ml para el subtipo m3 y 0.01 mg de proteina/ml para el
subtipo m4. Se utilizaron alicuotas de 0.5 ml para los ensayos de fijacién de
radioligandos.



ENSAYOS DE FIJACION ESPECIFICA:

Estos ensayos s¢ basan en la especificidad que poseen ciertas moléculas, en
general marcadas radioactivamente, de unirse a blancos moleculares deseados, con lo
se puede determinar sus caracteristicas al unirse (Bennet, 1978; Yamamura y col.,
1978; Bennet y Yamamura, 1985). Pueden dividirse en dos tipos:

o Experimentos de equilibrio:
Curvas de inhibicién
Curvas de saturaciéon

e Experimentos cinéticos:
Curvas de asociaciéon
Curvas de disociacion

Experimentos de inhibicién

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alicuotas de receptores
puros con una concentracién constante del radioligando, cercana a su valor de Ky, y se
van agregando concentraciones variables de la droga fria, la que actfia como inhibidor.
Los pasos seguidos pueden enumerarse:

1. dilucién de las membranas o receptores puros en el buffer correspondiente y
hasta su concentraci6én adecuada.

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

3. agregado de concentraciones crecientes de la droga fria (inhibidor) por
duplicado. Se prepar6é también un juego por quintuplicado sin la adicién de la droga
fria, destinfindose tres tubos para determinar la uni6én total del ligando y dos para la
unién inespecifica (con exceso de droga fria). La unién especifica se estimé sustrayendo

el valor de la unién inespecifica de la total.
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4. agregado a todos los tubos de la concentracién adecuada del radioligando.

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

6. finalizacién del ensayo diluyendo el contenido de cada tubo con & ml del
mismo buffer a 4°C e, inmediatamente flltrado a través de filtros de filbra de vidrio
(Whatman GF/B) en un aparato Millipore con bomba de vacio. Los filtros se lavaron
tres veces con el mismo buffer y se colocaron en viales para uso en contadores de
centelleo liquido.

7. secado de los filtros en estufa.

8. adicién de 3 ml de PPO-xileno (5 g/1) y lectura de cada muestra en un

espectrofotémetro de centelleo liquido.

Experimentos de saturacién

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alicuotas de receptores
puros con concentraciones variables del radioligando, en presencia o ausencia de una
concentracién fija de la droga que actfia como inhibidor.

Los pasos 1- son idénticos a los del item anterior.

34. agregado de concentraciones crecientes de radioligando por sextuplicado,
destinindose dos tubos para la unién total, dos para la inespecifica y dos para la total
mas el agregado de la droga inhibidora.

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

Experimentos de asociaciéon

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

puros con una concentracién determinada de radioligando, durante periodos variables.
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Los pasos 1-2 son idénticos a los de los items anteriores.

34. agregado de una concentracién determinada de radioligando por triplicado,
destinAndose dos tubos para la unién total y uno para la inespecifica.

5. incubacién de los tubos durante tiempos variables.

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

Experimentos de disociacién

En este tipo de experimentos se incubaron membranas o alicuotas de receptores
puros con una concentracién determinada de radioligando durante el periodo adecuado,
para luego disociarlo durante periodos variables.

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

34. igual al item anterior.

5. incubaci6én de los tubos a la temperatura y durante el tiempo adecuados.

6. comienzo de la disociacién con el agregado de atropina 250 pM. Filtracién de las
muestras a tiempos variables.

7-8. igual a los items anteriores.

Radioligandos

Se realizaron experimentos de fijacién especifica de radioligandos (Yamamura y
col., 1978; Bennet y Yamamura, 1985), la mayoria muscarinicos. 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 serie de pruebas para establecer las condiciones 6ptimas de los ensayos
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(tipo de buffer, concentracién de membranas o de receptor, tiempo y temperatura de
incubacién, etc).
Los radioligandos utilizados en este trabajo fueron:

Antagonistas muscarinicos no selectivos:
e Benzilato de quinuclidina tritiado (3H-QNB) (NEN, 45.4 Ci/mmol)
e N-metil escopolamina tritiada (3H-NMS) (NEN, 79.5 Ci/mmol)

Antagonista muscarinico no selectivo e irreversible:

e Propilbenzililcolina, mostaza tritiada (3H-PBCM) (NEN, 74 Ci/mmol)

Antagonistas muscarinicos parcialmente selectivos:
e Pirenzepina tritiada (3H-PZ) (NEN, 86.2 Ci/mmol)
o AF-DX 384 tritiado (3H-AF-DX 384) (NEN, 118.5 Ci/mmol)

Antagonista adrenérgico parcialmente selectivo:
e Prazosin tritiado (3H-PRZ) (NEN, 71.8 Ci/mmol)

Condiciones de ensayo

Las condiciones utilizadas en los experimentos dependieron del tipo de
radioligando y del tipo de preparacién del receptor (es decir, receptor nativo en
membranas sinaptosomales u homogenato, o receptores clonados 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:

PR T 3 3 s 3 H-AF-DX 3
Radioligando H-QNB H-NMS H-PBCM H-PZ 184 H-PRZ
Tris-HC1 50
3 + 3 + 3 + W 3 + 3- +
PO Na*, | PO Na*, | PO Na* K PO Nat, | PO Na", |y
Buffer K* 50 mM, K* 50 mM, 50 mM, K* 50 mM, K* 50 mM, 10 mM
pH74 pH74 pH74 pH 74 pH 7.4 pH 7.4
Concentracién 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. incubacién 0.5ml 0.5 ml 0.5ml 1ml 0.5ml 1ml
Tiempo de
incubacién para 60 min 60 min 60 min 90 min 90 min 30 min
el equilibrio
de
Rango 0.05-2 nM 0.05-2 nM 0.1-10 nM 0.25-5 nM 0.310nM | 0.05-2nM
saturacién
Ines Atropina Atropina Atropina Pirenzepina Atropina Prazosin
I 250 yM 250 yM 250 M 250 yM 250 uM 25 yM

Radioiodinacién de MTx2 y experimentos de fijacién especifica

Se marcé a la toxina MTx2 con **INa (NEN) siguiendo el método de Greenwood
y col. (1963). La toxina *I-MTx2 se purific6 por RP-HPLC, en la cual se obtuvieron
tres picos diferentes. Se seleccion6 para los ensayos de fljacién especifica el pico mas
homogéneo, con la potencia inhibitoria mayor y con el tiempo de retencién m#s cercano

al péptido original. Se obtuvieron actividades especificas entre 59 y 76 uCi/ug (entre
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406 y 520 Ci/mmol). La radioactividad se midié6 en un contador gamma, con una
eficiencia del 60%.

Para evaluar la capacidad de unién de SI-MTx2 se utilizaron fracciones
sinaptosomales crudas (ver el item anterior) o bien membranas sinaptosomales
purificadas, obtenidas por centrifugacién de las fracciones crudas en gradientes
discontinuos de sacarosa (De Robertis y col.,, 1966). Se incubaron alicuotas de
membranas conteniendo 0.5 mg de proteina/ml a 4°C durante 2 h hasta alcanzar el
estado estacionario. Los ensayos de saturacién se realizaron utilizando un rango de 0.8
hasta 80 nM de *I-MTx2 (concentraciones estimadas).

La uni6én inespecifica se determiné agregando MIx2 10 pM no marcada a
muestras equivalentes. Alicuotas similares se incubaron con atropina 10 pM. Los
ensayos se finalizaron por filtracién a través de filtros Whatman GF/B, previamente
incubados con polietilenimina 0.02% durante 1h a 4°C con el fin de reducir la unién
inespecifica a ellos.

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

Una vez extraidos, los cerebros de rata fueron protegidos incubé4ndolos durante
80 min en una solucién de sacarosa 0.32 M, siendo luego congelados a -70°C hasta el

momento de su procesamiento.
Para la obtenci6én de cortes de cerebro se utilizé6 un cri6stato Leitz refrigerado a

-20°C. Se realizaron cortes sagitales de 12 pym de espesor, montados en portaobjetos
previamente gelatinizados. Los cortes fueron rotulados y almacenados a -70°C hasta su

utilizacién.
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Los cortes se preincubaron durante 30 min a 20°C en coplins plésticos con un
volumen final de 5.5 ml de buffer PO,*, Na*, K* 50 mM, pH 7.4. Para la determinacién
de la unién especifica del radioligando, los cortes se incubaron 60 min a 20°C en los
coplins conteniendo ®H-NMS 0.5 nM. Paralelamente, se incubaron cortes de una forma
similar, pero en presencia de atropina 100 pM, con el objetivo de determinar la unién
inespecifica. Al finalizar la incubacién los cortes se lavaron tres veces en buffer PO,
Na‘*, K* 50 mM, 15 segundos cada vez, y una vez més en agua bidestilada durante un
segundo; todos los lavados se realizaron sobre hielo.

La concentracién de radioligandos utilizada se escogié teniendo en cuenta las
correspondientes constantes de disociacién aparentes (Kps), de acuerdo con los datos
de la bibliografia consultada y de acuerdo también con experimentos previos de unién
especifica realizados en el laboratorio.

Obtencién de autorradiogramas de la fljacion de radioligandos muscarinicos:

Después de lavados, los cortes se secaron bajo una corriente de aire. Se los ubicé
dentro de un chasis para rayos X. Por sobre los cortes se colocé una pelicula
ultrasensible a tritio (*H-Hyperfilm, Amersham). Junto con ellos se expuso un estdAndar
autorradiografico de alta resolucién para asi poder hacer la cuantificacion
densitométrica.

Se expuso el film durante 21 dias a 20°C para aquellos incubados con *H-NMS
500 pM. Se revelé6 mediante la utilizacién de revelador Dektol, (Kodak) y fijador
(Romek) adecuados para ese film.
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Cuantificacion de la fljacién especifica de radioligandos en autorradiogramas:

Los autorradiogramas se procesaron en un analizador de iméagenes, MCID/II
(versi6én 4.02 para entorno OS2). Mediante este programa se compararon las
densidades 6pticas de las im#genes del film con aquellas de estdndares de tritio
expuestos simultdneamente. De esta forma, las densidades o6pticas de los
autorradiogramas son convertidas a unidades de radioactividad por unidad de érea, y

finalmente a unidades de concentraci6n.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS DE FIJACION ESPECIFICA:

A) Calculos

Los resultados se obtienen del contador de centelleo liquido expresados en
cuentas por minuto (cpm) y es necesario transformarlos a desintegraciones por minuto
(dpm), teniendo en cuenta la eficiencia del conteo. Estos cfilculos se hicieron a partir
de una curva de eficiencia, construida con estAndares de actividad especifica conocida y
contados en el mismo aparato. Conociendo la actividad especifica de los radioligandos,
se transforman las dpm en los fmoles correspondientes. Por Giltimo, los resultados se
expresaron, en general, como fmoles de droga radioactiva unida por miligramo de
proteina (fmol/mg de proteina), dado que la concentracién de proteina en los ensayos
era conocida. Estos céilculos descriptos se realizaron corrientemente utilizando
planillas de célculo en computadoras personales, como por ejemplo Lotus, Quattro Pro o
Excel.
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B) Ajuste de curvas

Dependiendo del tipo de ensayo de fijaci6én especifica de radioligandos, los
puntos experimentales se ajustaron a ecuaciones que determinan los modelos usados
comfinmente para explicar la posible fenomenologia 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 ecuacién 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 saturacion: en este caso el modelo de la ley de accién de masas determina

el ajuste a una curva hiperbélica:

Y_&ux
T Ko+ X

Y representa la unién especifica como funcién de la concentracién del radioligando X.

B,... es el nfimero mAximo de sitios de unién y K, la constante de disociacién aparente

del radioligando.
La transformacién de Scatchard (Scatchard, 1949) permite linealizar los datos

de estos experimentos, ajustindose 108 mismos a regresiones lineales.

B_B  Be=

F- Ko Ko
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Curvas de inhibicién: los modelos en estos casos predicen una forma de curva

sigmoidea cuando se grafica la unién especifica del radioligando como funcién del
logaritmo de la concentracién del inhibidor. El caso més simple corresponde a las
curvas de competiciébn, donde el inhibidor compite con el radioligando por una

poblacién homogénea de sitios, por ley de accién de masas:

Techo — Piso
1+10¢8/C0)

Y = Piso+

Y representa la unién especifica del radioligando como funcién de la
concentracién del inhibidor X. Techo y Piso son los valores méximo y minimo de Y,
respectivamente. ICg es la concentracién de inhibidor correspondiente al punto de
inflexién de la curva. De estas curvas de competicién se puede calcular el valor de la
constante de inhibicién K,, conociendo el valor de K, del radioligando. Los valores de
K, se calcularon aplicando la correccién de Cheng-Prusoff para la concentracién de
radioligando, la cual asume una interaccién competitiva entre el inhibidor y el ligando

en cuestién (Cheng y Prusoff, 1973):

ICs
1+ r
Kb

Ki=

El alejamiento de la ley de accién de masas lo describe la ecuacién sigmoidea de

pendiente variable (o de Hill):
. Techo — Piso
Y = Piso+ logICa—X
1+10 ™
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Aqui aparece una nueva variable (ny) llamada comGnmente “ntimero de Hill”
(considerado igual a 1 en las curvas de competicién) que describe la pendiente de la
curva y que podria reflejar multiplicidad de sitios de unién o bien fenémenos

cooperativos.

Curvas de asoclacion: los experimentos cinéticos de asociacién se describen como

modelos de asociacién exponencial, siendo el de una fase el mas simple:

Y = Amplitud * """ + Piso

Y representa la uni6n especifica del radioligando como funcién del tiempo X. Amplitud
es la diferencia entre los valores méximo y minimo de Y. K es la constante de tiempo
del curso de la asociacién, también denominada k,;. Piso es el valor minimo de Y,

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

Curvas de disoclacion: la modelizacién de decaimiento exponencial de una sola fase

es usada para la descripcién de estos ensayos cinéticos:
Y = Ymar * (1- 750

Y representa la unién especifica del radioligando como funcién del tiempo X. Y, esel
valor méximo de Y (para X=0). Al igual que en el modelo anterior, K es una constante
de tiempo, denominada también k,. Tanto en este caso como en el anterior se puede

definir un valor de T, ,=0.69/K.

Comparacion de los ajustes a dos ecuaclones: Algunas veces no se conoce de

antemano cuil de dos ecuaciones es més apropiada para los datos experimentales. El

software utilizado para la construccién 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
competicién a un sitio de unién con curvas sigmoideas de pendiente variable, en los
experimentos de inhibicién; hipérbolas de saturacién a un sitio con respecto a dos
sitios de unién, en los experimentos de saturacién, y curvas exponenciales simples con
respecto a dobles, en los experimentos cinéticos.

La bondad de ajuste de un modelo se cuantifica como la suma de cuadrados,
mientras que su complejidad (o sea ntimero de variables) estd implicita 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 m#s complicado ajusta
significativamente mejor que el mas simple. El estadistico F estd determinado por la

formula

(8G -SG)
SC,
(GL, - GL,)

GL,

F =

SC, y SC;y representan las sumas de cuadrados de los modelos 1 (més simple) y
2 (més complicado), mientras que GL; y GL; representan los respectivos grados de
libertad, que dependen del nfimero de variables de cada modelo.
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EXPERIMENTOS FISIOLOGICOS

Captacién de *°Ca*' por sinaptosomas

Se realizan los mismos en una preparacién 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 solucién fisiolégica con
buffer HEPES (PSS) y se lo divide en alicuotas de 100 pl. Se agrega entonces la toxina
o droga deseada y se incuba a 25°C durante 20 min bajo una atmoésfera de Og/COq
(95%:5%).

El ensayo de captacién ("uptake") de **Ca® basal se comienza agregando 100 ul
de solucién PSS conteniendo 0.5 uCi de **Ca* y KC1 5 mM (solucién "basal"), luego de
5 seg se agregan 3 ml de solucién PSS sin Ca* y con EGTA 4 mM (solucién "stopping"),
y se filtra inmediatamente en aparato Millipore de vacio con filtros Whatman GF/B.
Los filtros se lavan dos veces con 4 ml de solucién PSS con 4 mM de Ca* (solucién
"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 fijacién especifica con radioligandos.

Paralelamente se realizan los ensayos de captacién de *Ca®** estimulado por KCl,
agregando 100 pl de solucién PSS con la misma actividad especifica de **Ca®, pero con
20, 80 6 60 mM final de KCl (solucién "estimulada"). Adem#s se procesan tubos
denominados "blancos", que contienen 100 ul de PSS sin sinaptosomas, tanto con

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

los ensayos basales.
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Entrenamiento de evitacion inhibitoria

Aparato estereotaxico

Ratas Wistar (220-280 g de peso)
fueron implantadas bilateralmente, bajo
anestesia de hidrato de cloral o
tionenbutal (30 mg/kg, i.p.), con canulas
de la medida 27 dirigidas al hipocampo
dorsal, utilizando un aparato
estereotaxico. 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 linea media; V, 2.0 mm.

muestran las zonas de inveccién.

Corte frontal de cerebro de rata. Los asteriscos

Bregma -4.3 mm
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las ratas se entremaron en

una tarea de evitacién inhibitoria

“step-down” en una sola sesion,

cinco a siete dias luego de la

7 o ‘: 7
cirugia. El aparato consiste en una | %
caja de acrilico de 50 x 25 x 25 cm %
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 colocé una plataforma de 2.5 cm de alto y 8 cm de ancho. En la
sesién de entrenamiento, se colocé al animal sobre la plataforma con sus cuatro patas.
Al bajar con sus cuatro patas de la plataforma, la rata recibi6é un choque eléctrico de 0.5
mA durante 2 seg, luego del cual se la retird del aparato. La latencia del entrenamiento
consistié en el tiempo en que el animal tardé en bajar sus cuatro patas desde la
plataforma. En la sesién de test, la cual se realizé6 24 h més tarde, no se suministré el
choque eléctrico, y se tom6 como medicién de la retenciéon de la tarea a la diferencia de
las latencias entre la sesién de test y la de entrenamiento (con un techo de 180 seg).

Inmediatamente luego de la sesi6én de entrenamiento (2-3 min luego de retirar la
rata de la caja de evitacién inhibitoria), el animal recibié una microinyeccién de 0.5 ul
bilateralmente en el hipocampo dorsal de:

¢ vehiculo (solucién fisiol6gica)

e escopolamina (2 pg)

e oxotremorina (2 pg)

e MTx1 6 MTx2 (de 0.3 pg a 1.5 pg)

e oxotremorina (1 pg) més escopolamina (2 pg)
e MTx1 6 MTx2 maés escopolamina .

Estos animales se testearon 24 h més 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 estadisticamente por el test no paramétrico
de “U” de Mann-Whitney, de dos colas.

La localizacién de las cnulas e inyecciones se verificaron por histologia clésica.

fleo de cobayo

Se suspendieron pequeiios segmentos de ileo (1.0-1.5 cm) en solucién Krebs-
Henseleit (NaCl 118.4 mM, KCl 4.7 mM, MgSO, 1.2 mM, KHyPO, 1.2 mM, CaCl; 2.5
mM, NaHCO, 26 mM y glucosa 11.1 mM) a 33°C y pH 7.3. La tensién de reposo fue
alrededor de 1 g de peso, y las contracciones se registraron en forma isométrica. Se
construyeron curvas dosis-respuesta a la acetilcolina o al carbacol; se agregaron MTIx1 o
MTx2 y las curvas dosis-respuesta de los agonistas se repitieron; luego se lavaron las
toxinas y las curvas dosis-respuesta de los agonistas volvieron a repetirse.

En algunos experimentos, los segmentos de fileo 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 acumulativas de MTx1 o
MTx2.

Auricula de cobayo
Se aislaron auriculas izquierdas y derechas con contracciones espontineas y se
colocaron separadamente en solucién Krebs-Henseleit (NaCl 118.5 mM; KCl 4.7 mM;

MgSO, 1.2 mM; KHgPO, 1.2 mM; CaCl,; 2.6 mM; NaHCO,y 25 mM; glucosa 11.1 mM). La
temperatura del baiio se mantuvo a 33°C y pH 7.3. Se aplic6é una tensién de reposo de
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1 g a la preparacién. Se obtuvieron los efectos inotrépicos y cronotrépicos negativos de

la acetilcolina en ausencia y presencia de MTx1.

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 dividi6 en las porciones
prostitica y epididimal. Los dos tipos de preparacién se suspendieron en bafos para
tejidos de 10 ml, con solucién Krebs-Henseleit a 33°C y pH 7.3, con burbujeo de Oy/COq
(95%/5%). La tensién de reposo fue de 1 g. La solucién contuvo CaCl; 1 mM para
incrementar la sensibilidad de la preparacién a los compuestos que actGan sobre los
receptores muscarinicos M; (Dége y col., 1991a, b). Se agreg6 también a la solucién
idazoxan (1 pM) para bloquear los receptores adrenérgicos ag presinfpticos, en vez de
yohimbina (Doxey y col., 1983). En la mayoria de los experimentos las taxinas MTx1 y
MTx2 se agregaron acumulativamente. Las contracciones se obtuvieron por
estimulacién 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 @) sacrificadas por
dislocacién cervical. Se us6 la porcién 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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Capitulo 1

Aislamiento

y

purificacion
de las toxinas



Este primer capitulo de resultados est4 dedicado a describir los procesos de

purificacién de las toxinas muscarinicas utilizadas por nosotros, del veneno de

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

compararlas con otros péptidos con actividad semejante del mismo veneno.

La purificaciéon de los péptidos se realizd
en colaboracion con el Dr. Carlos Cervenansky y
su grupo, del Instituto de Investigaciones
Biolégicas Clemente Estable, Montevideo
(Uruguay). El analisis de aminoécidos se realiz6
en colaboracién con la Dra. Clara Peiia del
Instituto de Quimica y Fisicoquimica Biolbgicas
(IQUIFIB) de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica, y la secuenciacién del péptido se
realiz6 en un secuenciador automético de fase
gaseosa que se encuentra en el Laboratorio
Nacional de Investigaciones y Servicios (LANAIS)
de la Facultad de Farmacia y Bioquimic:él.

El descubrimiento de las primeras toxinas
muscarinicas se remonta al aio 1988 (Adem y
col.,, 1988), cuando se vi6 que fracciones del

veneno de D. angusticeps producian inhibicién [
parcial de la fijaci6n especifica del antagonista muscarinico "H-QNB a membranas de

cerebro de rata. lLa estrategia general usada por nosotros para el aislamiento de los
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péptidos bésicamente fue la misma, con algunas modificaciones (Jerusalinsky y col.,
1989a,b; Jerusalinsky y col., 1992a,b).

Aislamiento y purificacién de MTx1 y MTx2

Se us6 una combinacién de métodos cromatograficos, basados en diferentes
principios, para aislar las toxinas MIx1 y MTx2 del veneno de D. angusticeps, y de
otros venenos (ver seccibn Materiales y Métodos). Los principios consistieron en
diferencias de tamaro (filtracién en gel) y de carga (intercambio i6nico). Los dos
primeros pasos, la filtraci6én en gel Sephadex G-50 y la cromatografia de intercambio
catioénico Bio-Rex 70, son comunes a los del procedimiento de aislamiento de otras
neurotoxinas no muscarinicas, como son las dendrotoxinas y fasciculinas, también
presentes en el veneno de serpientes del género Dendroaspis (Harvey y Karlsson, 1980;
Rodriguez-Ithurralde y col., 1983). El pico no retardado de la corrida en Bio-Rex 70,
que contiene a las MTxs, fue sometido a dos pasos cromatogréficos consecutivos en el
intercambiador cati6bnico SP-Sephadex C-25, bajo las condiciones descriptas en
Materiales y Métodos y en las Figuras I-1 y I-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 concentracién del buffer eluyente se
producen en un tiempo m#és prolongado, alcanzando la columna con un retardo mayor
que en el procedimiento original. Esta modificacién produjo una mejor separacién de
MTIx1 y MIx2, asi como una mayor pureza de los péptidos, como puede verse en el
perfll de la corrida en fase reversa en la columna de HPLC (Figura I-3), separacién que
se basa en diferencias de hidrofobicidad. En las condiciones cromatogréficas
empleadas los tiempos de retencién fueron 27.3 min para MTx1 y 12.5 min para MTx2
(Figura I-3).
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Figura I-1

Primer paso de cromatografia de intercambio iénico 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; tasa de flujo: 25.6 ml/h. El gel se equilibr6 en AmOAc 0.05 M, pH
5.20, la muestra liofilizada se disolvié en 15 ml del mismo buffer y se
sembrod en la columna. Se eluyé con un gradiente lineal (que comenzé
donde indica la flecha y est4 indicado con la linea 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 eluy6 en el pico principal, y las fracciones se colectaron
juntas de acuerdo a como indica la barra horizontal.
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0.6 MTx2

Fraccion N°

Figura I-2

Paso de cromatografia de intercambio iénico en SP Sephadex C-25 del pico
principal de la Figura I-1. Dimensiones de la columna: 50 x 20 mm; volumen
de las fracciones: 6.9 ml; flujo: 27.6 ml/h. El gel se equilibré en Ar-QOAc 0.01
M, pH 7.00, la muestra liofilizada se disolvié en 12 ml del mismo buffer y se
sembrd en la columna. Se eluyé con un gradiente lineal (que comenzé donde
indica Ia flecha y est4 indicado con la linea punteada) creado con un mezclador
de gradientes Ultrograd, desde AmOAc 0.01 M, pH 7.00 (Buffer A), y AmOAc
0.50 M, pH 7.00 (Buffer B). Eluyeron dos picos proteicos con actividad
muscarinica (denominados MTx1 y MTx2), los que fueron colectados de
acuerdo a como indican las barras horizontales.
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Figura 1-3
HPLC en fase reversa de las toxinas
muscarinicas  aisladas del veneno de
MTx1 Dendroaspis angusticeps. Se us6 una columna
BAKERBOND WP-Butyl (4.6 x 50 mm). Los
cluyentes 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 reequilibracién). Flujo: 0.8 ml/min.
Deteccién uv. a 280 nm. Volumen de
inyeccién: 50 pl.

A) MTxI1, aprox. 15 pg.
B) MTx2, aprox. 60 pg.

Se obtuvieron alrededor de 10 mg de estas MTxs por cada gramo de veneno seco
(alrededor del 1%), siendo la MTx2 la més abundante (70 a 80% del total de ambas).

Por esta raz6n, varios ensayos bioquimicos se realizaron sélo con MIX2,
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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 (DpMIx). En el

capitulo VI se detallarén las caracteristicas de los de D. viridis.

Composicion de aminoacidos y secuencia N-terminal

Se muestran en la Tabla I-A los resultados obtenidos por nuestro grupo sobre la
composicién aminoacidica de los péptidos nativos MTx1 y MTx2, y se compara con los
obtenidos por los grupos de Karlsson, en Uppsala, y de Ménez, en Paris, los que las han
secuenciado (Karlsson y col., 1991; Ducancel y col., 1991). El anélisis 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-ILE-GLY
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TABILA I-A

Composicion de aminoacidos de los dos polipéptidos: MTx1 y MTx2, de la fraccion de 7000
Da del veneno de Dendroaspis angusticeps.

a: Relacién molar (n=3).

b: Nimero de residuos del aminoacido obtenido por nosotros

¢: Nimero de residuos del aminoacido obtenido por Karlsson y col. (1994) para MTx1, y por Karlsson y
col. (1991) y Ducancel y col. (1991) para MTx2.

ND: no determinado.

MTx1 MTx2

Aminoacido a b c a b C
Asp (+Asn) 739 (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) 55 5 4 225 (20 1
Gly 3.32 3 3 49 5 5
Ala 1.72 2 2 2.47 2 3
Val 3.04 3 3 5.17 5 5
Ile 50 5 5 3.2 3 q
Leu 2.14 2 2 1.19 1 1
Tyr 2.66 3 3 1.94 2 2
Phe 1.69 2 2 0.88 1 1
His 028 O 0 1.0 1 1
Lys 4.75 5 5 5.03 5 6
Arg 3.04 3 3 1.82 2 2
Tmp ND - 2 ND — 1
Half-cys ND — 8 ND — 8
Pro 3.11 3 q 2.96 3 4
Asn ND — 4 ND — 5
Gln ND — 1 ND — 1
Némero total 55 66 52 65
de residuos
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DISCUSION DEL CAPITULO I

Los venenos de las serpientes denominadas mambas (género Dendroaspis)
contienen varias neurotoxinas que son farmacolégicamente distintas de las encontradas
en los venenos de otras serpientes relacionadas. Ademés de las a-neurotoxinas
clasicas, tipicas de venenos de serpientes de la familia Elapidae (Chiappinelli, 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
especificos de la acetilcolinesterasa; Karlsson y col., 1984, 1985; Rodriguez-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 report6 que el veneno de la mamba verde oriental (Dendroaspis
angusticeps) contenia acetilcolina y algunos estudios farmacolégicos indicaron que el
veneno poseia actividad colinomimética (Othman y col., 1973). Examinando los efectos
del veneno y las subfracciones proteicas sobre la fijacién especifica de radioligandos
muscarinicos a membranas de cerebro, Adem y col. (1988) hallaron que la fijaci6én de
*H-QNB (un radioligando muscarinico no selectivo) era parcialmente inhibida por el
veneno de la mamba verde. Ellos aislaron entonces dos proteinas responsables de la
mayor parte de esta actividad. Aunque no pudo determinarse actividad téxica alguna
de estas protefnas, fueron denominadas toxinas muscarinicas (“muscarinic toxins”) 1 y
2 —MTx1 y MTx2—, segtin el orden de elucién en el paso cromatogréfico en el cual se
separaban. En este mismo trabajo, ambas toxinas tuvieron potencias similares en el
desplazamiento de °H-QNB, alcanzando wuna méxima inhibicién de sblo

aproximadamente un 50% en membranas de corteza cerebral de rata, sugiriendo la idea
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de que las toxinas podrian ser selectivas por un subtipo de receptor muscarinico (Adem
y col., 1988).

Nuestro grupo comenzé 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 (Jerusalinsky y col., 1991). Nosotros hemos encontrado resultados algo similares
(Jerusalinsky y col., 1992a; capitulo II de este trabajo) con MTx1 y MTx2 en la fijacién
especifica de *H-QNB a membranas sinaptosomales de corteza cerebral de rata y vaca.

Discusiones profundizando estos aspectos estdn incluidas en el capitulo II.

El procedimiento de purificacién de los péptidos se basa en principios como
diferencia de cargas y tamaiios. La obtencién de picos estrechos y simétricos en el paso
de RP-HPLC (que se basa en principios de hidrofobicidad) (Figura I-3) sugiere
homogeneidad de las muestras. La reproducibilidad de los datos de determinacién de
aminofcidos de ambas MTxs 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 técnica original descripta para el aislamiento de MIx1 y MTx2 se modific6
luego ligeramente, con los mismos pasos cromatogriificos, pero con gradientes menos

pronunciados, para mejorar la separacién de los péptidos.

La estrategia para la purificacién de estas toxinas ha sido utilizada por el grupo
de Karlsson y otros laboratorios, incluido el nuestro, para aislar siete toxinas
muscarinicas del veneno de la mamba verde oriental —MTx1-MT7— (Karlsson y col.,
1994; Vandermeers y col., 1995; Jerusalinsky y col., 1997), y varias toxinas homélogas
del veneno de la mamba negra —MTa, MTB y MTy— (Karlsson y col., 1994; Jolkkonen y

col., 1995). Otras fracciones con actividad muscarinica se han aislado del veneno de la
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mamba verde occidental (capitulo VI; Jerusalinsky y Harvey, 1994; Kornisiuk y col.,
1996a,b).

En estudios paralelos, ¢l grupo de Potter, en Miami, usé técnicas cromatograficas
ligeramente distintas para aislar varias toxinas muscarinicas del veneno de D.
angusticeps. Ellos han caracterizado la toxina m1 (“m1l-toxin’), la cual presenta gran
homologia con la toxina MT7, hallada por el equipo de Karlsson (Max y col., 1993a,b,
¢), 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 MIx2. Karlsson y col. (1991)
determinaron la secuencia completa de MITx2 nativa por medio de métodos clésicos
—bioquimicos—, mientras Ducancel y col. (1991) hicieron lo mismo por deduccién a
partir de la secuencia nucleotidica de cDNA aislado. La toxina posee 65 aminoécidos,
con un peso férmula de 7040 Da. Se aprecian grandes similitudes con un gran namero
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 toxinas muscarinicas de los venenos de serpientes del
género Dendroaspis. En ella se puede ver que la homologia entre las distintas toxinas
muscarinicas se encuentra entre un 60% y un 98%. Algunas son isotoxinas, que difieren

en 1, 2 6 3 aminoAcidos solamente.
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Aislamiento yriﬁca;ionde las toxinas

TABIA I-B

Secuencias de las toxinas muscarinicas de los venenos de Dendroaspis angusticeps (D.a.) y D.
polylepis (D.p.), comparadas con las de otras toxinas relacionadas.

MTx1: agonista m1=m4? (D.a.) MTRB: m3, m4, m5 (D.p.)

MTx2: agonista m1>m4? (D.a.) m1-toxin: antagonista m1 (D.a.)

MT3: md4>m1 (D.a.), antagonista m4 Dp CM3: sinergistica (D.p.)

MT4: agonista? m1=m4 (D.a.) cardiotoxina: aumenta permeabilidad de
MTS5: agonista? m1=m4 membranas (Naja sp.)
MT7: selectiva m1 Fasciculinal: inhibidor de la AChE (D.a.)

MTa: m3, m4, m5>m1, m2 (D.p.)
Se presentan sombreadas las &reas de mayor homologia.

I3
W Y VPBRY S |
W H TP KNY !
W H 1 PRYT
WY VEBERY S
R H V§KIY
W Q S PR MY
R W NHRY S|
R H VEBKIY
H W SPRMY .
R H VEK I Y
M V K TVPUV
S R PP KMV
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Al 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|Gin W| Trp
F|Phe L|Leu R|Arg Y| Tyr

Las secuencias de las toxinas se compilaron de las siguientes fuentes:

MTx1: Karlsson y col. (1994); MTx2: Karlsson y col. (1991), Ducancel y col. (1991); MT3: Jolkkonen y
col. (1994); MT4: Vandermeers y col. (1995); MTa: Jolkkonen y col. (1995); MTR: Jolkkonen y col.
(1995); m1-toxin: Max y col. (1993a); DpCM3: Joubert (1985); cardiotoxina: Mebs y Claus (1991); FAS1:
Le Duy col. (1992).

Las nueve toxinas muscarinicas poseen entre 64 y 66 aminoacidos, con pesos
moleculares que rondan los 7000/7500 Da. Poseen 30 aminoacidos en comfin, y en 17
posiciones presentan una sola diferencia entre las nueve.

A pesar de que los puentes disulfuro, asi como la estructura tridimensional, atin
no fueron determinados experimentalmente més 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 demés toxinas muscarinicas (ver Figura I-4), que corresponderia a las

conocidas como "three fingered toxins".
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Figura I-4

Secuencia de aminodcidos de MTx1 (Jolkkonen y
col., 1995), MTx2 (Ducancel y col., 1991; Karlsson
y col., 1991) y toxina m1 (Max y col., 1993a). Cada
circulo representa un residuo. La representacién se
construyé considerando la estructura tridimensional
—“three-fingered” — de las cardiotoxinas (Rees y
col., 1987), a-neurotoxinas (Low y ocol, 1976;
Tsemoglu y Petsko, 1976), fasciculinas (Le Du y
col., 1992), y confirmada para MTx2 (Ségalas y col.,
1995a).

Ademas de los ocho residuos de cisteina conservados, las toxinas muscarinicas
poseen Gly20, Gly41, Pro47 y Asn66, los que se encuentran conservados en todas las

toxinas "three fingered".
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Hay una alta homologia entre las toxinas muscarinicas y las llamadas "toxinas
sinergisticas", de venenos de mambas. Por ejemplo, MT8 difiere en s6lo dos posiciones
de la toxina sinergistica DpCM3 (Tabla I-B). Las toxinas sinergisticas han demostrado
poseer muy baja toxicidad intrinseca, pero incrementan la letalidad de otros
componentes de los venenos de mambas. Los mecanismos de accién de estas toxinas
son desconocidos hasta el momento; adem#s, no se sabe cé6mo contribuyen las toxinas
muscarinicas a la letalidad de los venenos. Es posible que alteren el control de la
liberacién de neurotransmisor a través de una accién sobre receptores muscarinicos
presinfipticos, o bien podrian contribuir a la alteracién cardiovascular causada por el
veneno, actuando sobre receptores muscarinicos en los vasos sanguineos. No obstante
resulta dificil atribuir un rol particular funcional a las toxinas muscarinicas en los
venenos de las mambas, dado que éstos contienen toxinas agonistas y antagonistas

sobre los mismos subtipos de receptor muscarinico.

Observando detenidamente las secuencias conocidas de las toxinas muscarinicas
(Tabla I-B), se ve que la parte central de las mismas (aminoécidos 25-40) es rica en
aminofcidos hidrofébicos (8-9 aminoécidos hidrof6bicos), zona correspondiente al
“loop” 2 (Figura I-4). Las zonas equivalentes en las a-neurotoxinas y cardiotoxinas
poseen un nGimero menor de aminoécidos hidrof6bicos. Esta caracteristica les
permitiria a las toxinas muscarinicas penetrar en la membrana, de modo que alguno de
los grupos catiénicos —Lys/Arg 27 y 34— interactuase con un residuo Asp esencial del
sitio de unién del receptor (Wess, 1993a,b).

En la discusién general de este trabajo se ensayard una discusién més amplia
sobre este tema, a la luz de los resultados que mostramos en los capitulos siguientes y

de los datos bibliogréficos disponibles hasta el momento.

77



D.OO..OO‘O..O.QQ..C.O.......OO‘..‘A........O....

Ensayos de fijacion
especifica en
receptores nativos




Con el objetivo de determinar la posible selectividad de las toxinas muscarinicas
MTx1 y MTx2 por subtipos de receptores, se desarrollaron experimentos de fijacién
especifica con radioligandos muscarinicos clésicos (ver seccién Materiales y Métodos)
en tejidos que presentan distintas proporciones de dichos subtipos de receptor.

Los tejidos utilizados fueron:
corteza cerebral, que posee todos los subtipos farmacolégicos, con especial
abundancia del M, (Cortés y Palacios, 1986; Frey y Howland, 1992).
tallo cerebral, con una mayor abundancia relativa del subtipo My (Frey y Howland,
1992).
hipocampo, con una composicién similar a la corteza cerebral, con predominio de M,
(Cortés y Palacios, 1986; Wall y col., 1991a,b; Frey y Howland, 1992; Yasuda y col.,
1993).
estriado, con alto contenido de los subtipos M, y My, (Mash y Potter, 1986; Frey y
Howland, 1992).
pancreas, que parece contener exclusivamente el subtipo My (Waelbroeck y col.,
1987a,b; 1989; 1991).
conducto deferente de conejo, con los subtipos M,, Mg y M,, (Eltze, 1988; Eltze y col.,
1988; Dérje y col., 1991a,b; Grimm y col., 1994a).

Los experimentos se realizaron en preparaciones de membranas de acuerdo a lo
descripto en la seccién Materiales y Métodos. Las figuras que se muestran en este
capitulo corresponden a experimentos representativos de entre 3 a 8 diferentes (con sus
repeticiones por duplicado o triplicado), excepto las figuras II-5, II-19, II-22 y I-25,

que corresponden a un ensayo.
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Los resultados obtenidos de estos experimentos, como luego se vera, llevaron a
una idea bastante fundada sobre la potencia y la selectividad de las toxinas por

subtipos de receptores muscarinicos.

EXPERIMENTOS EN EQUILIBRIO

Ensayos de fijacion especifica de radioligandos en corteza y tallo
cerebrales:

Experimentos de inhibiclon:

Los primeros ensayos de inhibicién de la fijacién especifica de radioligandos
muscarinicos por las toxinas muscarinicas MTx1 y MIx2, se realizaron en membranas
sinaptosomales de corteza y de tallo cerebral, y en homogenatos de auricula de coraz6n
de rata. MTx1 y MTx2 inhibieron la fijaci6én especifica de los antagonistas no selectivos
*H-QNB y ®H-NMS a membranas de corteza cerebral en més de un 50% (Figuras II-1 y
I1-2); mientras que en membranas de tallo cerebral la inhibicién alcanzé
aproximadamente s6lo un 356% (Figura II-3). Es necesario recordar que estos dos
radioligandos no discriminan subtipos de receptor muscarinico, sino que reconocen a

todos por igual (ver Introducci6n).



Figura II-1.
Curvas de inhibicion de la
fijacion especifica de *H-QNB
por MTxl y MTx2 en
membranas de corteza cerebral
de rata. Los valores dec K,
fueron 49 nM para MTx1 y 450
nM para MTx2, con pisos de

% *H-QNB unido

40% y 42%, respectivamente.
. Los numeros de Hill fueron,
] respectivamente, 0.80 y 0.98,
25“ cuando se ajustaron a curvas

] sigmoideas de  pendiente

j variable.
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Figura II-2.

Curvas de inhibicion de la
fijacién especifica de *H-NMS
por MIxl y MTIx2 en
membranas de corteza cerebral
de rata. Los valores de K;
fueron 78 nM para MTx1 y 484
nM para MTx2, con pisos de
25% y 44%, respectivamente.

Los nimeros de Hill fueron

% SH-NMS unida
3

0.95 y 1.12, respectivamente, 25_
cuando se ajustaron a curvas i
sigmoideas de  pendiente d
variable. 4
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Figura II-3.

Curvas de inhibicion de la
fijacion especifica de *H-QNB
por MTIxl y MTx2 en
membranas de tallo cerebral de
rata. Los valores de K; fueron
125 nM para MTx1 y 144 nM
para MTx2, con pisos de 63% y
64%, respectivamente.

Los nimeros de Hill fueron 2.85
y 2.06, respectivamente, cuando
se ajustaron a curvas sigmoideas
de pendiente variable.

] e MTx1
257 o M

% 3H-QNB unido
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Al analizar estos resultados se debe tener en cuenta que el receptor M;, en el
tallo cerebral, se encuentra en una concentracién y proporcién relativa menores de los
que se encuentra en la corteza cerebral (Frey y Howland, 1992).

Las constantes de inhibici6én aparentes (K,) para los ensayos de unién de *H-QNB
vs MTx1 y *H-QNB vs MTx2 fueron de 49 y 450 nM, respectivamente, en membranas de
corteza cerebral. En los experimentos con *H-NMS los valores fueron comparables,
siendo las K;s 78 y 484 nM, para MTx1 y MTx2, respectivamente.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, y considerando que los
antagonistas *H-QNB y ®H-NMS se unen sin discriminacién a todos los subtipos de
receptores muscarinicos, se hizo necesario ensayar la fijacién especifica de algan
radioligando més selectivo, como es el caso del antagonista *H-pirenzepina (*H-PZ), que
posee una afinidad mayor por el subtipo farmacol6gico M,, respecto de los dem#s

(Hammer y Giachetti, 1982). En las condiciones de estos experimentos (es decir, en el
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rango de concentraciones utilizadas), los sitios especificos para *H-PZ en membranas
de corteza cerebral fueron aproximadamente la mitad del nfimero total para H-QNB o
SH-NMS, 1o cual es coherente con la proporcién reportada del subtipo de receptor M, en
corteza cerebral (Cortés y Palacios, 1986). Tanto MIx1l como MTIx2 inhibieron
alrededor de un 80-90% de la unién especifica de *H-PZ (Figura 11-4); en este caso, la K|
para MTx1 fue 11 nM y 244 nM para MIx2 (aplicando la correcci6én de Cheng-Prusoff,
1973). Cuando se analizan los resultados de acuerdo al modelo de curva sigmoidea con
pendiente variable, los nimeros de Hill ajustados corresponden a 0.30 y 1.54 (ver
métodos). Estos valores, dados sus desvios del valor unitario, nos llevan a pensar en
algn tipo de interaccién distinta, que no siga la ley de accién de masas, o bien en una

composicién més compleja de los RAChMs a los cuales se une *H-PZ.

100

Figura 114.

Curvas de inhibicion de la
fijacion especifica de *H-PZ por
MTx1 y MTx2 en membranas
de tallo cerebral de rata Los
valores de K; fueron 11 nM para
MTx1 y 244 nM para MTx2,
con pisos de 19% y 11%,
respectivamente.

Los nimeros de Hill fueron 0.30
y 1.54, cuando se ajustaron a
curvas sigmoideas con
pendiente variable.

~
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Como ligando parcialmente selectivo por el subtipo farmacolégico M, de receptor
muscarinico, se utilizé6 *H-AF-DX 384 en membranas de corteza cerebral. La Figura II-
5 muestra una curva de inhibicién de la uni6n especifica de este radioligando por MTx1

a membranas de corteza cerebral.

o °
© 100
c Z
= i
d 75f Figura II-5
™ [ Curva de inhibicién de la fijacién
> s especifica de *H-AF-DX 384 por
Q s MTx] en membranas de corteza
v 50 cerebral de rata. El valor de K;
% i fue 228 nM, con un piso de
. : 49%. El namero de Hill fue
T 5 1.48, cuando se¢ ajusté a una
™ 251 curva sigmoidea de pendiente
o - variable.
o~ [
10° 10°® 107 10° 10° 10+

[MTx1] (M)

Como vemos, MTx1 fue capaz de inhibir en forma parcial la fijaci6én de este
radioligando supuestamente selectivo para los receptores muscarinicos M. Como
también ha sido reportado por Karleson y col. (1994), es posible que este radioligando
estuviera siendo desplazado de otros subtipos de receptor, como son M, y My, a los que
también se uniria (Karlsson y col., 1994; Jolkkonen y col., 1995a).
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Figura I1-6

Curva de inhibiciébn de la
fijacién especifica de *H-PBCM
por MIxl 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%,
reszpectivamente. Los nimeros
de Hill fueron 0.53 y 1.64,
cuando se ajustaron a curvas
sigmoideas con  pendiente
variable.

En la Figura II-6 se observa la inhibicién de la fijacién de *H-PBCM en

membranas de corteza cerebral de rata, por MIx1 y MIx2. Este radioligando se une
irreversiblemente a todos los subtipos de receptor muscarinico. Nuevamente puede

verse la mayor afinidad de MTx1 sobre MIx2 en la inhibicién de este radioligando.

También se analiz6 la unién especifica del agonista °H-Oxo-M a membranas de
corteza cerebral (Figura I1-7). Se observ6 una inhibicién mAxima de un 77% a un 85%
en presencia de MIx1 o MTx2. La K, aparente fue 187 nM para MIx1 y 106 nM para

MTx2.
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Figura II-7

Curvas de inhibicibn de Ia
fijacién especifica del agonista
3H-Oxo por MTx1 y MTx2 en
membranas de corteza cerebral
de rata. Los valores de K;
fueron 137 nM para MTxI y
105 nM para MTx2, con pisos
de 15% y 23%, respectivamente.
Los nimeros de Hill fueron 1.87
en ambos casos, cuando se
ajustaron a curvas sigmoideas de
pendiente variable.

% 3H-Oxo unida

10° 10°® 107 10° 10° 10+
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Con el objetivo de evaluar la especificidad de la accién de las toxinas sobre los
receptores colinérgicos muscarinicos, MITx1 y MTx2 se ensayaron en la fijacién de otros
ligandos especificos para otros sistemas de neurotransmisién. La unién especifica de
*H-flunitrazepam —ligando benzodiazepinico—, como la de °*H-AMPA —ligando
glutamatérgico selectivo para receptores no-NMDA— o la de *H-muscimol —agonista
GABA,— no fueron significativamente alteradas por 1 6 5 pM de MTx1 o MTx2.

También se ensayaron las toxinas en presencia de *’I-bungarotoxina, ligando
especifico para receptores colinérgicos nicotinicos "no meuronales". En este caso se
observ6 hasta un 22% de inhibicién de la fijacién especifica de **I-bungarotoxina por 5
pM de MTx1. Sin embargo, MTx1 1 pM no produjo reduccién significativa de la uni6n.

Sorprendentemente, aunque algo previsible (ver capitulo IV), las toxinas
inhibieron la unién de ®H-prazosin —ligando a-adrenérgico— (Cavero y Roach, 1980;
Dashwood, 1983; Morrow y Creese, 1986) a membranas sinaptosomales de corteza
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cerebral de rata (Figura II-8 y I1-9). Los valores de K, para MTx1 y MTx2 fueron de 292

y 727 oM, respectivamente.

O
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100 Figura I1-8

Curvas de inhibicion de la
fijacion especifica del
antagonista a-adrenérgico *H-
prazosin  por  MTxl en
membranas de corteza cerebral
de rata. El valor de K; fue 292
nM para MTx1, con un piso de
4%.

El numero de Hill fue 0.55,
cuando se ajust6 a una curva
sigmoidea con pendiente
variable. Con el proposito de
comparacién, se muestran los
resultados obtenidos con el
antagonista muscarinico cldsico
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Figura 11-9

Curvas de inhibicién de Ia
fijacién especifica del
antagonista a-adrenérgico *H-
prazosin por MIx2 en
membranas de corteza cerebral
de rata. El valor de K; fue 727
nM para MTx2, con un piso de
0%.

El nimero de Hill fue 0.55,
cuando se ajustd a una curva 1

sigmoidea con  pendiente

variable.
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Experimentos de saturacion:

Con el objetivo de estudiar el tipo de inhibicién que ocurre en presencia de las
toxinas, se llevaron a cabo ensayos de saturacién con los radioligandos muscarinicos.
En estos experimentos, se pueden determinar posibles variaciones de distintos
parametros de interés, de manera de evaluar el mecanismo por el que actfia el
inhibidor. Se estimaron la constante de disociacién aparente (Kp) y el namero méximo
de sitios (B,,,) para cada radioligando, de acuerdo con las ecuaciones descriptas en la
seccién Materiales y Métodos, utilizando el programa para computadora personal (PC)
GraphPad Prism (ver el capitulo Materiales y Métodos).

Como se mencion6 anteriormente, la corteza cerebral expresa la totalidad de los
subtipos de receptores muscarinicos, aunque el subtipo M; es el m#s abundante (Cortés
y Palacios, 1986; Frey y Howland, 1992).

Los experimentos de saturacién con *H-NMS, *H-QNB, *H-PZ y *H-Oxo-M, en
presencia de las toxinas (entre 0.5 y 4 yM) en membranas sinaptosomales de corteza
cerebral de rata, mostraron un incremento en el valor de Kp, sin cambios significativos

en el de B,.., (Figuras I1-10, I1-11, I1-12 y Tabla II-A).
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Figura II-10
Curvas de saturacién de la fijacion especifica de *H-NMS en membranas de corteza
cerebral de rata en ausencia y presencia de MTx1 (0.5 6 4 pM). Los valores de Kp, fueron
41 pM en ausencia de MTx1 y 265 pM en presencia de MTx1 0.5 uM y 880 pM con MTx1
4 uM . Los valores de Boa, fueron 1.473, 1.584 y 1.484 pmol/mg, respectivamente.
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Figura I1-11
Curvas de saturacion de la fijacion especifica de *H-NMS en membranas de corteza cerebral de
rata en ausencia y presencia de MTx2 (1 6 4 uM). Los valores de Kp fueron 132 pM en
ausencia de MTx2 y 259 pM en presencia de MTx2 1 pM y 334 pM con MTx2 4 uM . Los
valores de B, fueron 1.361, 1.317 y 1.258 pmol/mg, respectivamente.
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Figura I1-12
Curvas de saturacién de la fijacion especifica de *H-PZ en membranas de corteza cerebral de rata en
ausencia y presencia de MTx2 1 uM). Los valores de K, fueron 3 nM en ausencia de MTx2 y 18 nM en
presencia de MTx2 1 pM. Los valores de Bns fueron 940 y 920 fmol/mg, respectivamente. A la
derecha se muestran los graficos de Scatchard correspondientes.

TABILA II-A
Efecto de MTx2 sobre el nimero maximo de sitios (B,.) v la constante de disociacion
aparente (Kp) de la uniéon especifica de *H-QNB, *H-NMS, *H-PZ y *H-Oxo-M a membranas de
corteza cerebral de rata.

Ligando B,.. (fmol/mg)

1740 + 120 0.129 + 0.052

1560 + 170 0.998 +0.136*

1035 + 108 2.051 +0.322
952 + 98 10.129 + 0.574"*
320 + 25 1.895 + 0.540
260 + 18 6.525 + 1.082*

B V Kp expresadas como media + e.s.m. n = 4-6.
*Significativamente diferente del respectivo control, sin MTx2 (P<0.05). Test 't" de Student.
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Experimentos de inhibicion:

El hipocampo presenta abundante proporcién de los subtipos M, y M, de receptor
muscarinico (Wall y col., 1991a,b; Yasuda y col., 1993). Ademaés, la elecci6n de esta
estructura cerebral para la realizacién de estos experimentos resultaba particularmente
interesante, dado que las toxinas MTIx1 y MTIx2 inyectadas en el hipocampo, se
comportaron como agonistas muscarinicos en un paradigma de aprendizaje de evitacién
inhibitoria (ver el capitulo IV).

Las curvas de inhibici6n de la unién de *H-NMS en membranas sinaptosomales
de hipocampo por MTIx1 y MTx2, se ven en la Figura I1-13.
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Figura II-13

Curvas de inhibicion de Ila
fijacion especifica de *H-NMS
pr MIxl y MTIx2 en
membranas de hipocampo de
rata. Los valores de K; fueron
41 oM para MTx1 y 194 nM
para MTx2, con pisos de 17% y
33%, respectivamente.

Los nimeros de Hill fueron 0.68
para MTx1 y 0.70 para MTx2,
cuando se ajustaron a curvas
sigmoideas con  pendiente

7 variable.
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MTx1 y MTx2 se comportaron en forma semejante a lo visto en corteza cerebral.
Comparando la curva de MTx1, resulta ser bastante semejante a la de corteza, mientras
que con MTx2 se obtiene un piso algo menor. Si se asume que estarian desplazando la
fijacién de ®H-NMS principalmente de los subtipos M; y M, (ver capitulo III de
resultados), la diferencia vista con MTx2 podria deberse a una proporcién distinta de

estas subtipos en hipocampo, respecto a la de corteza.

Ensayos de fijacion especifica de radioligandos en membranas de estriado

Experimentos de inhiblcion:

El estriado de rata es rico en el subtipo M, de receptor muscarinico (Boulay y
col.,, 1996). Consideramos interesante estudiar la inhibicibn por las toxinas
muscarinicas en esta estructura cerebral, debido a la diferencia en cuanto a la
composicién relativa en subtipos farmacol6gicos del receptor comparada con otras
regiones (por ejemplo, corteza ¢ hipocampo cerebrales); por otro lado, el estriado es
una estructura singular en cuanto a su organizacién neuronal —posee interneuronas
colinérgicas— y en cuanto a su fisiologia —interviene fundamentalmente en el control
del movimiento—.

En la Figura II-14 vemos las curvas de inhibicién de la unién especifica de ®H-
NMS en membranas de estriado de rata por las toxinas MTx1 y MTx2.
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Figura II-14

Curvas de inhibicion de la
fijacién especifica de *H-NMS
por MTxl y MTx2 en
membranas de estriado de rata.
Los valores de K; fueron 84 nM
para MTx1 y 1.1 uM para
MTx2, con pisos de 13% vy
53%, respectivamente.

Los numeros de Hill fueron 0.72
para MTx1 y 1.17 para MTx2,
cuando se ajustaron a curvas
sipmoideas con  pendiente
variable.

Es notable la diferencia en el perfil de inhibicién entre ambas toxinas, tanto en

la afinidad como en el efecto méximo alcanzado.

La hipétesis explicativa que proponemos para este fen6meno, al igual que para

corteza ¢ hipocampo, es que, si bien MIX2 es menos potente, su capacidad

discriminativa entre subtipos podria ser mayor que la de MIx1. Los subtipos de

receptores involucrados serian principalmente m1 y m#4.
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Experimentos de inhibicion:

Hemos utilizado membranas de pancreas de rata como fuente de receptores del

subtipo M, nativo. Dicho érgano posee casi exclusivamente este subtipo (Waelbroeck y

col.,, 1989, 1991). La puesta a punto de la técnica de fijaci6bn especifica de
radioligandos en membranas de este 6rgano resulté algo dificultosa, dada la facil y

ripida degradacién de los receptores por la accibn de las enzimas pancreéticas

liberadas post-mortem. Las curvas de inhibicién de la fijacién especifica de *H-NMS por

MTx1 y MTx2, obtenidas en esta preparacién, se muestran en la Figura I1-15.
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Curvas de inhibicién de la fijacion especifica de *H-NMS por MTx! (izquierda) y MTx2
(derecha) en membranas de pancreas de rata. Al no observarse inhibicién apreciable en las
concentraciones utilizadas de toxinas, no se determinaron los diversos parimetros del modelo.

Figura II-15

Ninguna de las dos toxinas resulté capaz de inhibir la fijacién de *H-NMS a las

membranas de pancreas de rata en el rango de concentraciones usadas. Si se considera
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a esta preparaciébn como una fuente casi exclusiva del subtipo M nativo, estos

resultados refuerzan la idea de que MTx1 y MTx2 no actfian sobre el receptor M,.

Ensayos de fijacion especifica de radioligandos en membranas de
conducto deferente de rata y conejo

Experimentos de inhibicion:

Hemos realizado experimentos de inhibicibn de la fijacién especifica de
radioligandos en membranas de conducto deferente de rata y de conejo. La eleccién de
esta estructura se debi6 a que, en experimentos farmacol6gicos/fisiolégicos en el
6rgano aislado de conejo las MIxs se comportaron como agonistas muscarinicos,
mientras que en el 6rgano aislado de rata, las MIxs no tuvieron efecto sobre las
contracciones fasicas evocadas por estimulacién eléctrica (ver capitulo IV). Entonces
result6 de gran interés analizar el efecto de las MIxs sobre la uni6én de radioligandos
en este 6rgano. El conducto deferente de conejo se eligié para los ensayos de 6rgano
aislado porque presenta una respuesta fAcilmente medible, mediada supuestamante
por receptores M,. El érgano de rata, en contraste, no posee ese subtipo de receptor.

Las curvas de inhibicién de la fijacién especifica de *H-NMS en membranas de

conducto deferente de rata se pueden ver en la Figura I1-16.
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Curvas de inhibiciéon de Ila
fijacién especifica de *H-NMS
por MIxl y MIx2 en
membranas de conducto
deferente de rata. El valor de K;
fue 2.5 pM para MTx1, con un
piso de 37%.

El numero de Hill fue 0.63,
cuando se ajustd a una curva
sigmoidea de pendiente
variable.

MTx2 resulté incapaz de inhibir la fijaci6n de *H-NMS a membranas de conducto

deferente de rata en el rango habitual de concentraciones que utilizamos. MTx1 sf fue

capaz de Inhibir, pero con una aflnidad 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 interactuarian con los receptores muscarinicos

presentes en este 6rgano.

En contraste, MIx1 y MIx2 mostraron ser capaces de Inhibir con afinidades
relativamente altas (K, = 229 y 911 nM) la fijacién especifica de *H-PRZ en esta
preparacién, al igual que lo hicieron en corteza cerebral. La curvas de inhibici6n se ven

en la Figura II-17, en la cual se compara con la obtenida con el antagonista muscarinico

clasico atropina.
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Figura II-17

Curvas de inhibicion de la fijacién
especifica de *H-PRZ por MTxI y
atropina (ATROP) en membranas
de conducto deferente de rata.
Los valores de K; fueron 229 y
911 nM para MTxl y MTx2,
respectivamente, con pisos de 25
y 39%.

Los nimeros de Hill fueron 0.99 y
1.24, cuando se ajustaron a curvas
sigmoideas con pendiente
variable.

En conducto deferente de conejo, las toxinas si inhibieron la fijacién especifica

de *H-NMS con afinidad relativamente alta (Figura I1-18). Eslo se corresponde con la

posible configuracién farmacolégica de este é6rgano en el conejo, siendo mucho més

colinérgico que en la rata. Lsto es coherente con lo visto por nosotros en los ensayos

fisiolégicos en ambos 6rganos (ver capitulo IV). También MTx1 y MTx2 fueron capaces

de inhibir la unién de ®H-PRZ con alia ainidad a membrunas de conducto deferente de

conejo (Figura I1-19).
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Figura II-18

Curvas dc inhibicion de la
fijacion especifica dc *H-NMS
por MTxl y MTx2 en
membranas de  conducto
deferente de conejo. Los
valores de K; fueron 154 y
689 nM para MTx1 y MTx2,
con pisos dc 48% y 43%,
1 respectivamente.
] Los numeros de Hill fueron
25 030 y 062, cuando se
ajustaron a curvas sigmoideas
. con pendiente variable.
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Figura II-19

Curvas de inhibicion de Ia
fijacion especifica de *H-PRZ
por MIxl y MTx2 en
membranas de  conducto
deferente de congjo. Los
valores de K; fueron 850 y 395
nM para MTx1 y MTx2, com
pisos de 33 y 32%,
respectivamente.
El nimero de puntos no
permitid poder ajustar a curvas
sigmoideas de  pendiente
variable.
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Experimentos de saturacién:

La toxina MIx2 fue radioiodinada, resultando las actividades especificas
estimadas entre 59 a 76 uCi/pg. Este derivado iodinado fue utilizado para realizar
curvas de saturacién en membranas de corteza cerebral. La Figura II-20 muestra una

curva de saturacién de **I-MTx2, realizada en membranas sinaptosomales purificadas

de corteza cerebral bovina.
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Figura II-20

Curva de saturacién de la fijacién especifica de '*I-MTx2 en membranas siriaptosomales purificadas
de corteza cerebral bovina. La concentracién de '*I-MTx2 se expresé como ligando total en nM,
estimada de la radioactividad medida (actividad especifica 70 uCi/ug). El valor de Kp fue 14 nM y el
de B,.... fue 0.92 pmol/mg. El grifico inserto corresponde al Scatchard.
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Como se ve en la Figura II-20, hubo una unién saturable, que result)
reproducible en varios experimentos. Para la determinacién de la fijacién inespecifica
se usd una concentracién de MTx2 no marcada de 10 uM, y consisti6 en un 35% de la
fijacién total. Cuando se realizaron los experimentos en membranas sinaptosomales
crudas, la fijacién no especifica fue aproximadamente un 50% de la total. Utilizando
atropina 10 pM, se obtuvieron patrones similares de uni6én “inespecifica”. Ademis,
hubo una buena correlacién entre unién especifica y concentracién de proteina, siendo
lineal la relacién desde 0.08 hasta 1 mg/ml. Los valores de saturacién de la unién se
alcanzan aproximadamente a 25 nM de *I-MTx2 (concentraciones estimadas) y la
reaccién alcanza un estado estacionario aproximadumente a las 2 he a 4°C. Las curvas
de saturaci6én ajustaron a hipérbolas simples, con Scatchards lineales. Los valores de
K, fueron 17 + 10 oM y los de B.,. fueron 0.87 + 0.11 pmol/mg en las membranas

sinaptosomales purificadas.
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EXPERIMENTOS CINETICOS

Disociacién del radioligando muscarinico *H-PZ en presencia de MTx2

Considerando el hecho de que las toxinas se fljan a los receptores muscarinicos
nativos, presuntamente del subtipo farmacolégico M;, decidimos ensayar la toxina
MTx2 en experimentos cinéticos, utilizando un radioligando muscarinico con una
selectividad relativa sobre dicho subtipo. El primer tipo de experimentos que hicimos
fueron curvas de disociaci6n de la fijaci6n de ®H-PZ en presencia de MTx2, lo que se
muestra en la Figura I1-21. En esta figura puede verse que *H-PZ presenta tasas de

disociacién similares en ausencia y en presencia de MTx2.
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Figura I1-21
Curvas de la disociacion de la fijacion especifica de *H-PZ por el agregado de PZ § p.M,enausenciay?rmenciade
MTx2 (2 uM), en membranas de corteza cerebral de rata. Las membranas fueron incubadas con “H-PZ hasta
alcanzar el equilibrio, en ausencia o presencia de MTx2, luego de lo cual se indujo su disociacién por el agregado de
exceso de PZ. Los valores de Ty, fueron 10 y 7.7 min, respectivamente. El valor de equilibrio de la unién
especifica (100%) del control fue de 11450 dpm, mientras el incubado con MTx2 partié desde un 23 % de ese valor.

101




De un modo anélogo a lo mostrado en la figura anterior, estudiamos la

disociacién de *H-PZ por MTx2, en comparacién con la propia PZ no marcada (Figura II-

22).
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Figura I11-22
Curvas de disociacion de la fijacion especifica de *H-PZ por el agregado de PZ 2.5 oMTx2 2.5 uM, en
membranas de corteza cerebral de rata. Las membranas fueron incubadas con "H-PZ hasta alcanzar el
equilibrio, luego de lo cual se indujo su disociacién por el agregado de exceso de PZ o por MTx2. Los
valores de T, fueron 5 y 13 min, respectivamente. El valor de equilibrio de 1a unién especifica (100%) del
control fue de 5900 dpm, siendo el mismo para ambos casos.

El gréfico de la Figura I1-22 nos muestra indirectamente la fijacién de MTx2 a los

receptores de los cuales desplaza al ligando ®H-PZ de las membranas nativas de corteza

cerebral.
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Experimentos de asoclacién:

Debido a clertos resultados obtenidos en experimentos fisiolégicos en 6rgano
aislado (ver capitulo IV), resulté necesario investigar la posible irreversibilidad de la
unién de las toxinas MTx1 y MTx2 a los receptores muscarinicos. Es sabido que otras
toxinas naturales, especificamente de veneno de serpientes, como la a-bungarotoxina,
se unen a sus blancos moleculares —en el 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 clonados— con las toxinas, luego
centrifugar, con el objetivo de eliminar las moléculas de toxina no unidas, para evaluar
a continuacién la capacidad de unién de los receptores a un radioligando muscarinico,
en este caso *H-NMS (para detalles, ver secci6n Materiales y Métodos).

Las Figuras I1-28 y I1-24 muestran las curvas de asociacién de la uni6n de *H-
NMS realizadas en estas condiciones, luego de preincubar con MTx1 y MTx2.
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° Figura II-23
Prueba de reversibilidad de

MTx] en membranas de
corteza cerebral de rata. El
grifico representa las curvas

° control

O

B (dpm/tubo)

de asociacién de la unién de
H-NMS a membranas de
corteza cerebral de rata
preincubadas en ausencia
(control) o presencia de MTx1
1 uM y luego centrifugadas y
resuspendidas. Los valores de
Tin fueron 2.08 y 3.39 min,
respectivamente. El valor de
equilibrio de [a unién

Figura II-24

Prueba de reversibilidad de
MTx]l en membranas de
corteza cerebral de rata. El
grafico representa las curvas
de asociacién de la unién de
H-NMS a membranas de
corteza cercbral de nmata
preincubadas en ausencia
(control) o presencia de MTx2
5 uM y luego centrifugadas y
resuspendidas. Los valores de
T, fueron 147 y 2.19 min,
respectivamente. El valor de
equilibrio de la unién
especifica (100%) del control
fue de 8956 dpm, mientras el

i con MTIx2
alcanzé un 59% de ese valor
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Como se observa en los graficos anteriores, la preincubacién con MTx1 y MTx2
produce un decremento en la capacidad de unién especifica de *H-NMS a los receptores
muscarinicos nativos de membranas de corteza cerebral. La cinética de asociacién de
*H-NMS no 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
recuperacién de la unién de *H-NMS hacia los valores controles, por lo que se puede
pensar que las toxinas tendrian un caracter de fijacién al receptor muscarinico de tipo

irreversible o con una cinética muy lenta de disociacion.

En experimentos anélogos, utilizando *H-PRZ, las toxinas no mostraron el
carcter irreversible visto con *H-NMS, cuando se comparan los valores obtenidos con
los correspondientes a las curvas de inhibicién en equilibrio (Figuras I1-8 y I1-9). Por lo
tanto, la uni6n a los receptores adrenérgicos seria de carécter reversible (Figura I1-25).

18 ESMTx1
MTx2

Figura II-25
Prueba de reversibilidad de
MTxl y MTx2 en los
receptores adrenérgicos de
membranas de corteza
cerebral de rata. El grafico
de barras representa el
porcentaje  respecto  del
control, de unién de *H-
PRZ, en membranas
preincubadas con MTx1 2
puM 6 MTx2 10 uM y luego

centrifugadas y
rlempo resuspendidas.

% >H-PRZ unido

respecto del control
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DISCUSION DEL CAPITULO 11

En el primer reporte sobre la existencia de las toxinas MTx1 y MTx2, Adem y col.
(1988), describieron que dos fracciones del veneno de la mamba verde inhibian
parcialmente la fijacién especifica de °H-QNB a membranas de cerebro de rata. Ambas
toxinas mostraron potencias similares en el desplazamiento de *H-QNB, asi como
también una inhibicibn mAxima de alrededor del 50%, sugiriendo una posible
selectividad de dichas toxinas por algfin subtipo de receptor muscarinico.

Existe una fuerte y reconocida evidencia de que el antagonista muscarinico ®H-
QNB se une de una manera monofésica y simple a los receptores muscarinicos
(Yamamura y Snyder, 1974a,b; Birdsall y col., 1978). Lo mismo puede decirse del
antagonista *H-NMS.

Nosotros hemos obtenido resultados similares con la fijacién de ®H-QNB y de *H-
NMS, ligandos no selectivos de los receptores colinérgicos muscarinicos. Adems4s,
encontramos también que las toxinas inhiben s6lo alrededor de un 30% de la fijacién en
membranas preparadas a partir de tallo cerebral de rata. Esto es coherente, dado que
en esta estructura existe una mayor proporcién de receptores Mg que en corteza
cerebral (Frey y Howland, 1992), los que son insensibles a las toxinas segin los ensayos
en receptores clonados y en auricula de cobayo (ver capitulo IIT; Jerusalinsky y col.,
1992a).

El hecho de que las MTxs inhibieron hasta un 60% de la unién especffica de *H-
QNB y *H-NMS en membranas de corteza cerebral, mientras que no afectan la unién de
algunos radioligandos a otros neurorreceptores, como *H-AMPA, *H-flunitrazepam y °H-
muscimol, y s6lo débilmente afectan la unién de **I-bungarotoxina a receptores
nicotinicos, sugiere que las toxinas interactGan especificamente con los receptores

muscarinicos, aunque no de igual manera con todos los subtipos.
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Cuando se realizaron las interacciones de fijacién especifica utilizando *H-PZ,
con concentraciones en las que este radioligando se une preferencialmente al subtipo
M, de receptor muscarinico, MIx1 y MTx2 inhibieron m#és del 80% de la fijacién
especifica (Figura II-4). Utilizando pirenzepina, se encontr6 que la relacién M,/M,
(sitios de alta y baja afinidad) en membranas de corteza cerebral es més alto que en
membranas de tallo cerebral (Cortés y Palacios, 1986). El ntimero méAximo de sitios
por *H-PZ es alrededor de un 50-60% del de *H-QNB o *H-NMS en membranas de
corteza cerebral. Estas diferencias pueden explicar la mayor inhibicién por parte de las
MTxs de la unién de *H-QNB en corteza que en tallo cerebral (Figuras II-1 y I1-3).

Estos resultados llevan a la conclusién parcial de que dichas toxinas pueden
unirse selectivamente a receptores muscarinicos centrales con alta afinidad por PZ, es
decir, del subtipo M, (Jerusalinsky y col., 1992a).

Las toxinas muscarinicas también fueron capaces de inhibir la fijacién especifica
de los radioligandos *H-AF-DX 884 y *H-PBCM. El primero est4 reportado como un
radioligando relativamente selectivo para el subtipo Mg (Entzeroth y Mayer, 1990;
Miller y col., 1991; Aubert y col., 1992; Mickala y col., 1996). Tanto la afinidad como la
potencia de MTx1 fueron bajas para este radioligando, el cual ademfis podria estar
uniéndose en parte al subtipo farmacolégico M; en una importante proporcién (Karlsson
y col., 1994; Jolkkonen y col., 1995a). Como también ha sido reportado por Karlsson y
col. (1994), es posible que este radioligando sea desplazado de otros subtipos de
receptor, como eon M; y M,. Distinto es el caso del radioligando *H-PBCM, que
presenta una unién irreversible con todos los subtipos de receptor muscarinico. Aquf la
toxinas presentaron mayor inhibicién méxima, comparado con MTx1 y °H-AF-DX 884
(Figuras I1-5 y I1-6). MTx1 nuevamente present mayor afinidad que MTx2.

Las toxinas MTx1l y MIx2 fueron también capaces de inhibir en una alta
proporcién la fijacién especifica de un agonista muscarinico como es *H-Oxo-M (Figura
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I1-7). Las curvas de inhibicién resultaron mas pronunciadas (nmeros de Hill de 1.87)
que las obtenidas con agonistas clésicos, lo cual seria explicable por el carcter agonista
del radioligando utilizado, siendo bastante com(n la obtencién de ntameros de Hill
alejados del valor unitario cuando se utilizan agonistas como marcadores. Ha sido
reportado que el agonista muscarinico *H-OxoM se¢ une preferencialmente al/los
subtipo/s de receptor con alta afinidad por agonistas en las condiciones experimentales
usadas (Raskovsky y col., 1988). El ntimero méximo de sitios de uni6én (B,,.) para este
agonista fue alrededor de un 20% de los de *H-QNB o *H-NMS en corteza cerebral. Por
lo tanto, el 80% de inhibicién de la fijacién especifica de *H-OxoM en membranas de
corteza cerebral (Figura I-7) sugiere que las MIxs podrian estar uniéndose a este
estado de receptor central. Sin embargo, el niimero de Hill de 1.87 y el pequeiio
decremento en la B, (-19%, Tabla I-A) podrian estar seiialando otro tipo de
interaccién, como la presencia de una poblacién heterogénea de sitios, o bien un efecto
alostérico.

No result6 posible realizar buenos ensayos de fijacién especifica de ®H-OxoM en
membranas de tallo cerebral para evaluar una posible inhibicién por las MTxs en esa
érea. Posiblemente esto fue debido a la poca cantidad de receptores muscarinicos que
se encuentran e¢n esa zona y a la pequeiia proporcién presente del supuesto subtipo de

receptor sensible a las MTxs.

Los experimentos de saturacién con *H-NMS, *H-QNB, °H-PZ y °H-Oxo-M
(Figuras I1-10, II-11, II-12 y Tabla II-A) sugieren un tipo de interaccién competitiva de
las toxinas con los receptores muscarinicos. En todos los casos se vieron los principales
efectos de las toxinas sobre la afinidad, més que en el nimero méximo de sitios.

Estos resultados, que sugieren un tipo de interaccién competitiva reversible con

los receptores, se encuentran en discordancia con los obtenidos en los experimentos
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