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I- RESUMEN



Las neuronas son las células principales del sistema nervio
s0, y poseen una serie de caracteristicas morfolégicas y bioquimi-
cas especiales destinadas al desempefio de su funcidn en la conduc-
cidn y transmisién del impulso nervioso. Entre estas caracteristi-
cas se incluyen una membrana celular capaz de conducir el impulso
nervioso, de liberar neurotransmisores en la terminal axdnica y de
interaccionar con los mismos en la zona sinaptica.

En la neurona, como en las demds células, la membrana esta
constituida por una bicapa lipidica con los lipidos orientados de
forma que su regidén polar estd en el lado externo y su parte hidro
fdébica en el interior. A esta bicapa lipidica se unen las proteinas.
Segun la forma de unirse, las proteinas de la membrana se clasifi-
can en periféricas, cuando estan sdlamente en aontacto con la su-
perficie de la bicapa; y en intrinsecas cuando estdn incluidas en
mayor o menor grado dentro de la bicapa.

La composicién lipidica no difiere mucho en las diversas
membranas. Lo que diferencia una membrana de otra son principalmenm
te sus proteinas. Entre estas proteinas se encuentran los recepto-
res que son capaces de interaccionar especificsmente con determina
das sustancias que funcionan como mensajeros quimicos provocando la
respuesta de la célula blanco. En el sistema nervinso, cuando el im
pulso alcanza el terminal axdénico, se liberan los neurotransmisores
a la hendidura sindptica y estos interaccionan de forms especifica
con los neurorreceptores. Esta interaccidn da iugar a una serie de
prucesos fisicos y quimicos que llevan a la produccidén de un poteri-
cial de accidén en la neurona postsindptica o en la célula efectora.

A parte de medisr la respuesta de la neurons o célula post-



sindptica, en los Ultimos afios se ha podido comprobar que los neu-
rorreceptores estdn también implicados en la regulacién de la libe
racidén del neurotransmicor. Este hecho llevd a postular la existen
cia de neurorreceptores en los terminales axénicos a los que se les
dio el nombre de receptores presindpticos. Aunque cada vez es ma-
yor la cantidad de resultados farmacoldgicos que apoyan la existen
cia de estos receptores, hasta el presente no habia ningin dato
bioquimico ni morfoldgico que demostrara la localizacién presindp-
tica de los neurorreceptores.

Por este moiivo, basandonos en estudios anteriores .de
microscopia electrénica, nos propusimos abordar con una metodolo-
gia bioquimica el problema de la localizacidn de los neurorreceptg
res con respecto a la regidén sindptica. Mediante un tratamiento
suave con detergente la membrana presinidptica puede ser disuelta
quedando intacta la membrana postsindptica, 1o que da lugar a un
aumento en la concentfécién de los receptores cuando éstos estan
localizados postsindpticamente y a una disminucidn si su localiza-
gién es también presindptica. Pudo demostrarse que este tratamien-
to produce un aumento en la unidn especifica de la droga nicotini-
ca (th)-dimetil—d-tubocurarina. En cambio, hay una disminucidn en
la unién de drogas a-adrenérgicas, opidceas y muscarinicas. Estos
resultados sugieren que los receptores nicotinicos son fundamental
mente postsindpticos, mientras que los a-adrenérgicos, opidceos y
muscarinicos soh parcialmente pre- y postsindpticos. De esta mane-
ra se aporta un dato estructural que explica la regulacidén por re-
troalimentacidn de la liberacidn del neurotransmisor observsda en

diversos experimentos farmacoldgicos.



Durante estos experimentos se estudiaron las propiedades de
unidén.de las distintas drogas a las membranas sinaptosomales com-
probandose que los detergentes podian altersr la unidén’ de estas dro
gas a las membranas. A bajas concentraciones, algunos detergentes
pueden producir una activacidén de la unién, mientras que a concen-
traciones altas todos ellos producen inactivacidn.

También pudo observarse que el efecto inhibitorio del Triton
X-100 sobre los receptcres muscarinicos es reversible a concentra-
ciones de detergente menores de 0.01% e irreversible s concentracig
nes mayores de 0.1%. Esta inhibicidn irreversible es contrarresta-
da cuando se une al receptor un ligando especificq, siendo la atro-
pina el ligsndo mds eficaz para impedir la inactivacidn.Estos estu-
dios demuestran que es posible proteger el sitio receptor de la ac-
cidén deleterea del Triton X-100 mediante la unidn de un ligando es-
pecifico y seflala un camino a seguir para el aislamiento de recepto
res como entidades moleculares separadas de las membranss.

El efecto de los detergentes sobre los receptores nos llevd
a estudiar la accidén de los anestésicos locales. que,como los de-
tergentes, disminuyen la viscosidad y expanden 13 membrana celu-
lar, y ademds tienen importancia terapeltica. Todss los anestési-
cos producen una inhibicidn del receptor muscarinico con una K,
en el intervalo micromolar . Dependiendo de la concentracidén de anesté-
sico esta inhibicidn puede aparecer como competitiva o no-competitj
va y no presenta cooperatividad con la unidén de drogess muscarinicas
El efecto de los anestésicos es reversible y, s diferencia de las
drogas muscarinicas, los anestésicos no protegen al receptor musca-

rinico de la accidén deleterea del Triton X-100. Estos resultados su



gieren que los anestésicos inhiben el receptor muscarinico actuan-
do sobre algin sitio accesorio pero no directamente sobre el sitio

receptor.



I1- INTRODUCCION



Una de las caracteristicas mds notables . de los seres vivos
es su irritabilidad o capacidad de responder a los estimﬁlos. En
los animales superiores esta funcidn se ejerce principalmente por
intermedio del sistema nervioso cuyos componentes mis importantes
son las neuronas y las células gliales. Las neuronas son las célu-
las propiamente funcionales del sistema nervioso, es decir, las que
son capaces de excitarse y originar una respuesta a un estimulo.
La organizacidn morfoiégica y el funcionamiento bioquimico de las
neuronas son, en términos generales, similares a 1os que existen
e¢n las demds células del organismo. No obstante, también poseen ca
racteristicas uUnicas destinadas a la realizacidn de su funcidn
principal: la conduccidén y transmisién del impulso nervioso. Estas
caracteristicas especiales de las neuronas comprenden aspectos mor
folégicos y bioquimicos.

Estructura de la neurona

Morfoldgicamente las neuronas se caracterizan por tener nu
merosas prolongaciones (1,2). En la mayoria de las neuronas se
distinguen tres regiones celulares bien diferenciadas: el cuerpo
celular, las dendritas y el axén. El1 cuerpo o soma de la neurona
suele tener forma esférica o poligonal. En él esta localizado el
nucleo celular y los sistemas biosintéticos destinados al manteni
miento de la neurona. El nicleo se caracteriza por tener la croma
tina laxa, lo que indica una activa transcripcidén genética. Como
consecuencia de ello, en el citoplasma del cuerpo celular existe
una considerable cantidad de granulos de Nissl que, como en otras
células, estin compuestos por ribosomas y reticulo endopldsmico cu

va funcidn es la traduccidn de la informacidn genética, es decir,



la biosintesis de proteinas (2). Otra caracteristica del citoplés-
ma de la neurona es la de poseer un aparato de Golgi muy desarro-
llado (2).

Las dendritas son expansiones del cuerpo celular que se ra-
mifican rdpidamente en forma arborescente alrededor del soma. Por
las dendritas la neurona recibe generalmente las sefiales de entra-
da (aferentes). El nimero de dendritas de una neurona es muy indi=
cativo de su funcionalidad, pues cuanto mayor es la ramificacién
del arbol dendritico, la neurona puede recibir mayor numero de im-
pulsos de origen diverso (3). Las sefiales de salida de la neurona
(eferentes) son generalmente emitidas a lo largo del axén. El axdn,
como las dendritas, también se extiende a partir del cuerpo celu-
lar, pero a diferencia de éstas, no se ramifica hasta que llega a
la célula con la cual se relaciona. En este punto da origen al te-
ledendrén.El axén suele ser de mayor longitud que las dendritas y
constituye la via por la que las sefiales pueden viajar largas dis-
tancias a otras partes del sistema nervioso. Ademds el axdn suele
estar rodeado por una c¢ varias capas de mielina. En este caso se
dice que el axdn estd mielinizado y forma la fibra nerviosa mieli-
nica. ‘
. La mielina es una membrana arrollada en espiral sobre el
axén y es producida por los oligodendrocitos (células gliales del
sistema nervioso central) o por las células de Schwann (2n el sis-
tema nervioso periférico). La mielina no cubre totalmente al axdn,
sino que lo.hace en fcrma de segmentos dejando entre ellos regio-
nes desnudas. Estas>zonas no cubiertas por la mielina se conocen

como nédulos de Ranvier y son mds evidentes en las fibras nerviosas



periféricas. En las neuronas no mielinizadas el impulso nervioso
es conducido de una forma continua. Por el contrario, en las neuro
nas mielinizadas la conduccidn sdélamente tiene lugar en los nddu-
los de Ranvier, propagdndose de una forma saltatoria(2,4). Los axo
nes mielinizados propagan el impulso a mayor velocidad. Por ésto
se piensa que el principal papel de la mielina es aislar la conduc
cidén nerviosa. Si bien ésto es cierto, es probable que la mielina
también esté implicada en otras funciones porque reciéntemente se

han localizado en esta membrana diversas actividades enzimiticas
(5).

La regidn més'importante de la neurona desde el punto de
vista funcional es la sinapsis o unidn sindptica. Las regiones si-
ndpticas constituyen zonas de contacto funcional entre dos neuro-
nas o entre una neurona y una glindula u 6rgano efector. A nivel
de la sinapsis se producen la transmisidén de impulsos excitatorios
o inhibitorios en una sola direccidén. Los estudios de Cajal (6)
con el microscopio dptico, revelaron una considerable variacién en
la forma tamafio y distribucidn de los terminales nerviosos en las
diferentes regiones del sistems nervioso central. Las sinapsis se
clasifican en : axosomiticas, axodendriticas o axoaxdnicas, segun
los elementos de la neurona que participan en su formacidn (7).Al
microscopio 6ptico las terminales presentan diversas formas: de bo
tén, de clava, cdliz etc. (6). No obstante, los detalles estructu-
rales de la-sinapsis sdlamente pudieron conocerse mediante el mi-
croscopio electrdnico. De esta forma, en la unidn sinsptica pudie-
ron visualigarse las membranas de las dos neurcnas separsadas por

la hendidura sindptica. En la sinapsis las membranas de las dos
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neuronas parecen ser mas gruesas y densas; y la hendidura puede
presentar una serie de filamentos intersinépticos-qué unen ambas
membranas. En la célula postsindptica se observa un sistema de fi-
lamentos delgados que penetran a distancias variagles y que se de
nomina reticulo subsindptico (8). Asi mismo, se observaron desnsi-
dades presindpticas constituidas por proteinas que tienen abundan=-
tes aminoicidos basicos (9,10). De gran importancia fue la demos-
tracidén de que en las terminales presindpticas existe_dn'componen—
te vesicular, las vesiculas sindpticas, que contienen el neuro -
transmisor (11). Con el microscopio electrdénico también fueron deg
critas, ademds de las anteriormente mencionadas, otros tipos de
uniones sindpticas (12) como las dendrodendriticas; las reciprocas,
en las cuales una misma prolongacidén neuronal ﬁuéde ser presinapti-
ca en un punto y postsindptica en otro; y las sindpsis seriadas,en
las que un terminal'nervioso\puede actuar sindpticamente sobre otro.
terminal (13).'

Bioquimica de la neurona.

Bioquimicamente las neuronas se caracterizan por poseer la
maquinaria biosintética para los diversos neurotransmisores, por
tener sistemas de transporte intracelulares especificos y por po-
seer una membrana celular excitable.

Actualmente se conocen unas 30 sustancias quimicas que tie-
nen o pueden tener una funcidn transmisora (1l4), es decir, que al
ser liberadas por el terminal de una neurona pueden interaccionar
con otra neurona u érgano efector provocando una respuesta. De las
diversas sustancias transmisoras las neuronas suelen 1f5érar solo

una (Regla de Dale) aunque existe la posibilidad de que haya neurg
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nas que liberen mids de un neurotransmisor {(15). Las neuronas pro -
ductoras de un mismo transmisor no se distribuyen al azar sino que
se localizan en grupos especificos que envian sus axones a regio-
nes determinadas del sistema nervioso.

La sintesis del transmisor comprende una o varias reaccio-
nes enzimaticas. Estas enzimas son producidas en el cuerpo celular
puesto que en el terminal nervioso no hay reticulo endoplasmico ni
ribosomas. Como los axones son fibras muy delgadas que pueden al-
canzar una longitud de varios milimetros y hasta centimetros, 1a
neurona necesita un sistema muy activo de transporte desde el cuer
po celular al terminal nervioso (16-18) para llevar hasta alli el
neurotransmisor o bien las enzimas necesarias para su sintesis.Ade
mis en los terminales nerviosos sélamente tiene lugar un 2% del
la sintesis de las proteinas que son rapidamente renovadas (19,20).
Estas proteinas tienen una vida media comprendida entre 12 horas y
100 dias (21),y para ser reemplazadas es necesario que nuevas pro-
teinas alcancen el terminal nervioso. Se han demostrado dos tipos
de transporte en direccidén ortdgrada (del cuerpo al terminal) para
las proteinas: un flujo axonal rdpido y un flujo axonal lento (22).

El flujo axonal rdpido alcanza una velocidad de alrededor
de 280 mm por dia. Es utilizado para el transporte de proteinas
que son sintetizadas en el reticulo endopldsmico. Las proteinas
son transportadas primero al complejo de Golgi, y luego pasan al
axén y a las dendritas, principalmente por medio de los tubulos y
ves{culas del reticulo endopldsmico liso. Las proteinas transpor-
tadas por este flujo rapido estin destinadas a recambiar las pro-

teinas de las membranas (23) y pueden ser recuperadas en las frac-
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ciones particuladas (24). Pricticamente todas las glicoproteinas
son transportadas por el flujo répido (25).

El flujo axonal lento alcanza una velocidad de 1l a1.5mm
por dia; es utilizado para transportar proteinas solubles y, en me
nor extensidén, algunas proteinas mitocondriales (26). Estas protei
nas son sintetizadas pcr polisomas libres vy, probablemente, no pa-
san por el complejo de Golgi. Por este flujo se transportan protei=
nas solubles tales como la colina acetiltransferasa, la actina y
la tubulina, cuyo recambio en el axdn es muy lento.

Los flujos axonales rapido y lento se utilizan para compen-
sar la pérdida de proteinas locales que tienen lugar por proteoli-
sis, o por liberacidn en el terminal nervioso. Para estos flujos
son necesarios los microtiubulos, puesto que son interrumpidos por
drogas que los destruyen (27,28). !

Aparte de estos flujos ortdgrados, existen también flujos
retrégrados, es decir, desde el terminal nervioso al cuerpo celu-
lar: {29). Se sabe que existe un flujo retrdgrado inespecifico que
tiene lugar cuando en los terminales se colocan macromoléculas a
elevada concentracidén. Asi, por ejemplo, si en los terminales se
coloca peroxidasa de rdbano o seroalbuimina a elevada concentracidn,
estas macromoléculas aparecen mis tarde en el cuerpo celular (29-
31). También existe un transporte retrégrado especifico que depen-
de de la unidn de la molécula que va a ser transportada a sitios
especificos de la membrsna del terminal nervioso (32). Un ejemplo
de transporte especifico retrdgrado es el del factor nervioso de
crecimiento, que es una proteina de bajo peso molecular indispensa

ble para el crecimiento de las neuronas noradrenérgicas (33) v que
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estimula algunas enzimas implicadas en el metabolismo de la adreng
lina como la tirosina hidroxilasa y la dopamina B-hidroxilasa (34).
Una vez que el factor .de crecimiento nervioso es captado por el
terminal se transporta a lo largo del axdén y se concentra en el sg
ma de la neurona (35). Ademids del factor de crecimiento nervioso,
son transportadas por el flujo retrdgrado especifico otras macro-
moléculas como las lectinas y ciertas toxinas. Pero las toxinas no
quedan confinadas al soma celular, sino que también pasan a los
terminales presindpticos y de alli, a otras neuronas (36). Este
sistema de tranéporte transindptico - es. importante desde un punto
de vista patoldgico, puesto que, de esta forma, es como ciertos vi
rus y toxinas pueden llegar al sistema nervioso central sin atra-
vesar las barreras sangre-cerebro, y son muchas las enfermedades
i nerviosas que tienen un origen infeccioso (37).

La membrana neuronal

Otra especializacidn bioquimica de la neurona consiste en
poseer una membrana externa capaz de conducir el impulso nervioso.
Se ha comprobado que la maquinaria molecular ‘involucrada en la con
duccidén de este impulso estd localizada en la membrana del axdn.
Esto fue demostrado en el axdén gigante del calamar, en el cual, el
axoplasma puede ser sustituido por diversas disoluciones de elec-
trolitos; la propagacidén de los potenciales de accidn puede produ-
cirse en estas preparaciones, en las que se ha eliminado la mayor
parte del citoplasma y solo queda la membrana (38). Por otra par-
ﬁe, en el terminal, la membrana interviene en la liberacidn de los
neurotransmisores y en la regidn postsindptica contiene receptores

que responden a los transmisores. La memtrana interviene ademés,
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en el reconocimiento de otras células durante el desarrollo embrio
nario de forma que cada neurona encuentra su propio lugar y esta-
blece sus corexiones precisas en la complicada red del tejido ner-
vioso (39). Por estas razones} gran parte de la neurobiologias ac-
tual estd centrada en el estudio de las membranas del sistema ner-
vioso.

La membrana de la neurona,vcomo la membrana externa de to-
das las células, estd constituida fundamentalmente por lipidos car
bohidratos y proteinas (40). Estos componentes pueden estar libres
o asociados entre si, dando lugar a glucolipidos, glucoproteinas,
lipoproteinas y glucolipoproteinas (41). Una propiedad general de
los componentes de la membrana es que poseen una zona hidrofdbica
y otra polar. Asi acurre por ejemplo, con los fosfolipidos, glucoli
pidos y con ciertas proteinas. Este éaracter anfipépibp_da lugar a
que sus componentes se encuentren asociados entre si de tal forma,
que las regiones hidréfobas estdn fuera del contacto del agua rela
cionadas por‘interacciones hidrofébicas, mientras que, los grupos
polares se encuentran dirigidos hacia la interfase acuosa. Por lo
tanto, las interacciones hidrofdbicas son muy importantes en el
mantenimiento de la matriz de la membrana. Estas fuerzas dan lugar
a estructuras que no son rigidas, puesto que se obriginan mis bien
por la repulsidn del agua dé las zonas apolares,que por la atrac-
cidn entre estas regiones (42). De esta forma, las membranas son
estructuras casi fluidas en las cuales, los movimientos de los com
ponentes moleculares estin sélamente restringidos dentro del con-
junto de la capa gue constituye la membrana. Una evidencia de este

tipo de estructura fluida es el hecho de que la mayoria de las mem
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branas celulaces se pueden dispersar ficilmente por accidén de disol
ventes orgdnicos, detergentes o agentes disociantes (43).

La relacidén lipido-proteina varia mucho de una membrana a
otra: en general, lss proteinas suelen constituir-mis del 50% del
contenido de la membrana (LL)}. Una excepcidn es la mieling que con-
tiene alrededor de un 20% de proteinas (45), por lo que en esta mem
brana, las proteinas no son suficientes para cubrir a los lipidos
como ocurre en la mayoria de los casos.

Los componentes. lipidicos mds importantes de la membrana son
los fosfolipidos, el colesterol y los galactolipidos, cuya propor-
cibén es diferente en las distintas membranas. Los fosfolipidos mayvo
ritarios de la membrana son la fosfatidilcolina, la fosfatidiletang
lamina y la esfingomielina, que no tienen carga neta a pH fisioldgi
co.Estos lipidos pueden empaquetarse fuertemente por medio de inte-
ractiones hidrofdébicas, dado que no presentan repulsidén eléctrica.
Ademéds de estcs lipidos neutros, la mayoria de las membranas contie
nen de un 5 a un 20% de 1ipidoé acidicos, constituidos fundamental-
mente por fosfatidilserina, fosfatidilinositol, cardiolipina, fosfa
tidilglicerol y sulfolipidos. Los lipidos acidicos tienen carga ne-
ta a pH fisioldgico v tienden a separar el empaqﬁetamiento por fuer
zas hidréfobas, salvo que sus cargas sean neutralizadas por catio-
nes. Cuando se tratan las membranas con fosfolipasa C (enzima que
hidroliza el enlace ester fosfoglicérido) sdélo el 70% de los fosfo-
glicéridos se convierten en glicéridos neutros (46,47). Los restan-
tes fosfoglicéridos no tienen su grupo fosfato accesible a ls enzi-
ma, probablemente, porque se encuentran interaccionando con restos

positivos, en su mayoria de prcteinas (48). Los fosfolipidos mejor
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predispuestos a este tipo de interaccidn son los acidicos, puesto

que sus grupos negativos pueden unirse a los restos aminoicidicos

bédsicos Otro tipo de interaccidn electrostdtics es la unidén de los
lipidos anidénicos a los residuos negativos de las proteinas por me
dio de puentes con cationes divalentes (49,50).Estas interacciones
iénicas tienden a compactar la membrana, mientras que las interac-
ciones hidrofébicas que se dan entre los fosfolipidos neutros y el
colesterol,la fluidifican (51).

Las proteines de membrana han sido divididas en "proteinas
evtrinsecas o periféricas" y en "proteinas intrinsecas o integra-
les" de acuerdo a la forma con que pueden ser extraidas (43).

Las proteinas periféricas pueden separarse de las membranas
por procedimientos relativamente suaves,como la sonicacién, la adi
cidén de sustancias quelantes o el aumento de la fuerza idnica; y
cuando son solubilizadas, no suelen llevar lipidos unidos. Estas
propiedades indican que las proteinas periféricas no estdn unidas
fuertemente a los lipidos, y que su unidén al resto de la membrana,
estd mantenida por interscciones idnicas. Ejemplos de ellas son el
citocromo C, que puede ser disociado de la mitocondria con disolu-
ciones de concentradss-de sal (52,53); la espectrina, que puede sg
pararse del eritrocito mediante agentes quelantes (54); y la ace-
tilcolinesterasa, que puede extraerse con altas concentraciones de
ClNa -(55-57).

Por el contraric, las proteinas intrinsecas o integrales,
requieren procedimientos de extraccién mds drdsticos, como el em-
pleo de disolventes orginicos o detergentes. Frecuentemente llevan

lipidos asociados cuando se aislan, y tienen mucha tendencia a for
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mar agregados que orecipitan. Probablemente, los agregados se for-
man por interactidn entre las superficies hidréfobas de las vrote-
inas.En algunos casos, se forman agregados de tamafio limitado que
son solubles en agua (58,59), pero lo mds comin es' que Se necesi-
ten detergentes vara mantener las proteinas intrinsecas solubles
en agua. El estudio de las oroteinas integrales de diferentes mem-
branas ha demostrado que son muy heterogéneas en relscidn al peso
molecular (60,61), v que frecuentemente, estdn unidas a oligosaci-
ridos formando glicoproteinas (62,63). Entre las.proteinas intrin-
secas Se encuentran.la mayoria de las enzimas unidas a las membra-
nag como la adenilciclasa (64,65), algunas guanilciclasas (66,67)
0 las diversas ATPasas (68-70);los antigenos de histocompatibiii—
dad (71), y los receptores de drogas y hormonas (72); y los proteo
lipidos, que son proteinas muy hidmfdébicas, cuya extraccidn puede
hacerse mediante disolventes orgédnicos.Después de ser aislsdos de
"la sustancia blanca de cerebro (73), los proteclipidos fueron ais-
lados de diversas membranas (7L;75). Algunos de ellos pueden pre-
sentar propiedades de recentores(76) o ionéforos (77).

Podria esperarse que las proteinas intrinsecas contuvieran
un reducido nimero de aminoacidos polares en comparacidn con las
proteinas solubles en medio acuoso. En vista de ésto, Capaldi y
Vanderkooi (78) analizaron la composicién de aminodcidos de un nui-
mero amplio de proteinas. Pudieron comprotar que la mayoria de las
proteinas hidrofébicas contenian sproximadamente de un 30 a un 40%
de aminodcidos polares, pero, en algunas, este porcentaje era proxi
mo al 50%. Este bajo contenido de restos polares puede ser parcial

mente causante de la hidrofobicidad de las proteinas intrinsecas.
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No obstante, para explicar su alta hidrofobicidad, parece necesa-
rio pensar que las proteinas adoptan una conformacidén tsl que en
la superficie se encuentran los restos hidréfobos y en el nucleo
los restos polares. Es decir, tienen una conformacidén inversa a la
que adoptan las proteinas hidrosolubles. Esta conformacién tendrd
un potencial quimico alto en medios acuosos (42), de ahi su difi-
cil extraccidén de las membranas. )

Una de las principales caracteristicas de la organizacidn
molecular de las membranas es la asimetria de todos sus componen-
Les quimicos (79), es decir, ios lipidos, carbohidratos y protei-
nas estdn distribuidos de forma distinta en la superficie interna
y externa.de la membrana.

De esta forms, se ha podido demostrar, medisnte el uso de
reactivos no penetrantes (80) que 1la distribucidén de los foéfolibi-
dos es altamente asimétrics. Se supone que esta asimetria es bas-
tante estable y que hay poco intercambio de lipidos entre lss dos
superficies (80,81). La distribucién de los oligosacéridos es tam-
bién muy assimétrica. Tanto los glucolipidos como las glucoprotei-
nas se encuentran confinsdos exclusivamente en la sﬁperficie exter
na de la membrana (82,83). Esta distribucién asimétrigs de lipidos
y carbohidratos da lugar s que la superficie externa de la membra-
na esté cargada negativamente.

Las prbteinas de la membrana tambén estan distribuidas asi-
métricamente. Algunas evidencias de tal asimetria proceden de ex-
perimentos en los que se somete a digestidén proteuvlitica las mem-
branas en posicidén normsl e invertida (80,85). .

Las diversas propiedades de las membranas bioldgicas han da
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do origen a distintos modelos moleculares de membrana.Inicialmente,
Danielli y Davson en 1935 (86) postularon un modelo en el que se
suponia la membrana constituida por una bicapa lipidica s la que
las proteinas se adhieren en ambas interfases lipido-agus, disminu
yendo, de esta forma, la tensidén superficial de la bicapa.Este mo-
delo explicaba la permesbilidad celular a las sustancias liposolu-
bles y la baja tensidén superficial que presenta la membrana celu-
lar. Las observaciones al microscopio electrdnico dierbn lugar al
modelo trilaminar, también llsmado de unidad de membrana, que fue
elaborado por Robertson (87).Este modelo interpreta las imagenes
al microscopio electrdénico considerando la membrana como una es-
tructuras lipoproteica, en ls que las regiones hidrfdbicas de los
lipidos constituven la zons interior (de baja densidad electréni-
ca),mientras que las cabezas polares de los lipidos estdn en las
léminas exteriores (electrdénicamente densas} interaccionando con
las proteinsgs. Lasiproteinas adoptarian preferentemente una confor
macidén B para poder extenderse sobre la bicapa lipidica. Posterior
mente, pudo comprobarse que las proteinas de membrana estin predo-
minantemente en conformacidén de a-hélice (88,89). Por otra parte,
el modelo de Robertson es termodinamicamente inestable, debido a
que en él, los restos no polares de los aminoicidos estdn expues-
tos al agua, mientras que los grupos idnicos y polares de'los 1li-
pidos son separados del contacto con el agua por las capas protei-
cas.

Pars superar esta dificultad termodinamica e integrar todos
los datos quimicos y fisicos que se tenian sobre la membrana biolg

gica, Singer y Nicolson postularon en 1972 el modelo d&"mosaico
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fluido de membrana" (L0O). Este modelos postula: 1) que los lipidos
estdn en forms de bicana, 2)las proteinas integrales estan inclui-
das en esta bticava con una disvosicidn en forma de mosaico, mien-
tras que las periféricas se encuentran adheridas s la superficie

de la bicapa, 3)las membranas son estructuras casi fluidas en las
cuales los lipidos y las proteinas integrales pueden tener movimien
tos de translacidn en el plano de la membrana. La fluidez de 1la
membrana es consecuencia de que sus principales componentes estan
mantenidos por fuerzas no covalentes (90).

Disposiciones proteicas similares habisn sido propuestas
por Wallach y Zahler en 1966 (91) y por Vanderkooi y Green en 1970
(92). El1 modelo de mosaico fluido es el mds aceptado actualmente.
Una modificacidn reciente consiste en la inclusidén de micelas in-
vertidas de linidos en el interior de ls bicaps (93). Esta modifi-
cacidn estd basada en los resultados obtenidos mediante la aplica-
cién de la resonsncia magnetica nuclear (94,95) y la crofractura a
los liposomas y a las membranas bioldgicas.

La disposicidn oroteica del modelo de mosaico fluido se es-
tudié mediante la criofractura de membranas. Cuando la criofractu-
ra tiene lugar en el plano de la membrana, se observa al microsco-~
pio electrdénico una matriz lisa interrumpida por numernsas parti-
culas de unos 85 A de didmetro.Mediante esta técnica, se ha podi-
do observar que las diversas membranas pueden tener de..un 12 3 un
80% de su superficie cubierta por proteinas (98-101). 'ma excep-
cidn interesante es la mielina, en la que no se observan particu-
las por crifracturs. Ello puede deberse a que esta membrana tiene

un contenido alto de lipides . Por otrs parte, mediante técnicas
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)

de fijacidn que no extraen proteinas durante la preparacién de las
muestras, se obtiene una apariencia granular de la membrana, tanto
por microscopia electrdénica convencional como por criofractura
(102). De acuerdo con estos resultados, se piensa que :1la imagen
de la unidad de membrana es, en gran parte, un artificio de técni-
ca.

La fluidez de la membrana fue demostrada por expérimentos
de fusién celular como el de Frye y Eidin (103). Estos investiga-
dores siguieron la distribucidén de proteinas en células de ratdn y
humanas fusionadsas con virus Sendai. Marcaron los respectivos an-
tigenos con marcadores de fluorescencia de diferente color y obser
varon que, a los cuarenta minutos de la fusidn celular, los compo-
nentes antigénicos estaban muv entremezclados. También se ha demos
trado la fluidez de la membrana biolégica fusionando células en
las que la adenilciclasa estabs inactivada, vero con el receptor
B-adrenérgico intacto, con otras células que sdlo contenian la en-
zima. Cuando se produce las fusidn celular, tiene lugar el acopla-
miento de la enzima con el receptor (104). Mediante técnicas fisi-
cas como la difraccidén de Rayos X o la resonsncia magnética nuclear,
se puede demostrar también la fluidez de la membrana (105). Estas
técnicas suministran informacidn sobre el empaquetamiento lipido-
proteina y sobre ls velocidad de rotacidén de las moléculas a tra
vés de 1la bicapa (106,107).

La fluidez de la membrana se debe a que estd mantenida
principalmente por fuerzas hidrofébicas, las cuales son poco in-
tensas. Ests fluidez permite a3 la céluls deformarse vy resellarse

si su superficie se rompe por alguna parte. Tales propiedades de
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1a célula, no serian posibles si las membranas estuvieran manteni-
das por otras fuerzas mis intensas, dado que éstas producen estruc
turas rigidss y menos flexibles.

Los receptores de membrana :Neurorreceptores

Lo que hace una membrana celular diferente de otrs son sus
proteinas (108). De hecho, parece ser que la comunicacién controlg
da a través de las membranas sélo puede realizarse de forma eficaz
por medio de las proteinas (h2)2 Las proteinas de la mémbrana de
cualquier célula, segin su funcidén, se agruvan en cinco clases: en
zimas, bombas, canales, receptores y proteinas estructurales.(108).
Estas cinco élases de proteinas no se excluyen entre si.Por ejemplg
una misma proteina podria ser receptor y proteina estructural, es
decir, puede realizar varias funciones.

Dada la importancia de las membranas en la funcién de ls neu
rona y la transcéndencia que tienen las proteinas en la membrana,
es l6gico pensar que las proteinas de la membrana neuronal desempe-
flan un papel clave en la funcién nerviosa (108). Por este motivo,
centramos la presente tesis en uno de los diversqs tipos de protei-
nas de la membrana: los receptores. )

El concepto de receptor fue elaborado por‘Laﬁgley en 1905,
al definir la "sustacia receptiva” de la unién micreural, como el
sitio de accidén de la nicotina y el curare, y como el sitio por el
que compiten ambas drogas (109). Desde entonces, durante décadas,
la idea de receotor fue un concepto operacional indispensable para
entender la forms de accidén de los farmacos (110). Sélo recientemen
te, han podido estudiarse bioquimicamente los recectores gracias al

desarrollo de técnicas de unién especifics de ligardos radioactivos
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(111,112).Los receptores deben ser considerados como entidades es-
tructurales definidas. Esto se deduce de las propiedades quimicas
especificas que requiere un ligando para interaccionar con un re-
ceptor (110). Por ejemplo, los isdémeros dpticos de un mismo compues
to generalmente difieren en su capacidad para unirse a un receptor,
lo que hace suponer una compolementaridad estructural entre un ligan
do y su receptor especifico.

Graciss al empleo de ligandos radioactivos,, se ha podido
demostrar que el efecto farmacoldgico que tienen muchas drogss y
neurolt.oxinas, se debe a su capacidad para bloquear activar o modifi
car determinados neurorreceptores. También se sabe que ciertass en
fermedades mentales,.como la corea de Huntington (113) o la enfermedad de
Parkinson (114), y ciertas enfermedades motoras como la miastenia
gravis (115), pueden tener como causa alteraciones en los neurorre
ceptores.

Para un mismoc tipo de transmisor puede haber distintos: tipos
de neurorreceptores que difieren tanto en su funcidn,como en sus
propiedades de unidn de ligandos. Asi por ejemplo, hay receptores
nicotinicos y muscarinicos para la acetilcolina (116), receptores
@ y B adrenérgicos (117,118) etc..y también receptores pre- y post
sindpticos para diversos neurotransmisores.

Localizacidén de los neurorreceptores ;Receptores pre- y

postsindpticos

La funcinalidad de un receptor devende,en gran medida, de su
localizacidn en la célula. Uno de los problemas actuales en las in-
vestigaciones scbre neurorreceptores en el sistema nervioso centrsl

es el de su localizacidn con respecto a la regidn sindptica. Me-
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diante el fraccionamiento subcelular, pudiron ser aisladss las ter-
mingciones nerviosas (119) v, posteriormente, se demostrd que en
ellas se presentabs la mayor cavacidad de unidén de neurctransmiso-
res (110). Esto demostraba que los neurorreceotores estin concentrg
dos en la regidén sinaptica.

La localizacién de los neurorreceotores en la regidén sindp-
tica estd de acuerdo con la teoria quimica de la transmisidn del
impulso nervioso. segun esta teoria, el transmisor es almacenado en
las terminales nerviosas en forma de vesiculas (121). Cuando el im
vulso nervioso alcanza el terminal, el neurotrsnsmisgor es liberado
a8 la hendidura sindptica, donde interacciona, de forma especifica,
con el receptor situado en la membrana postsindptica. Esta interac-
cidén da lugar s un cambio conformacional reversible del receptor,
el cual desencadena una serie de procesos em la membrana postsindp
tica, dando lugar a la translocacidén de iones (lo que produce un
cambio de potencial en la membrana), al desplazamiento de calcic y
a la activacién de ciertas enzimas como la adenilciclasa y las im-
plicadas en el recambio del fosfatidilinositol (122). Todos estos
procesos dan lugar a una ampliacidén de la sefial eléctrica {(123).

En los dltimos sfios ha habido profundos cambios en las ideas acer
ca de la localizacién de los receptores con resnecto a la regiodn
sindptica. Pues, ademis de estos receotores nostsindpticos, un ni-
mero cada vez mayor de evidencias experimentales sugieren la exis-
tencia de receptores localizados en los terminales nerviosos (124,
(125). Estos neurorreceptores estan relacionados con la regulacién
de la liberacidn del neurctransmisor, adecuidndola a 153 diferntes

condiciones. Esta regulacién implica una accidn del neurotransmi-
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éor liberado sobre el mismo sitio de liberacidn, lo que representa
un tipo de autorregulscién (126). El efecto del neurotransmisor pue
de ser excitatorio o inhibitorio, dando lugar a uns retroslimenta-
c¢ién positiva o negativa (126).

Probablemente, el primer experimento que sugirid la existen
cia de receptores presinidpticos, fue el de Brown y Gillespie (127).
Estos investigadores observaron que la presencia de fenoxibenzamina
(un antagonista a-adrenérgico) aumentaba endérmemente el flujo de
noradrenalina a partir del bazo de gato cuando se estimulaba el ner
vio esplénico.Este efecto estaba relacionado, de alguna forma, con
el bloqueo de reaeptores a-adrenérgicos. Inicialmente se pensd,que
la droga antagonista bloqueaba el receptor postsingptico, lo que
permitia la salida al flujo sanguineo del receptor liberado. Poste
riormente se sugirid la posibilidad de que la fenoxibenzamina impi
diera la recsptura de noradrenalina en los terminsles nerviosos.

Pero la orimera evidencia de la localizacidn presindotica
de neurorrecepntores, nrocede del trabajo de Paton y Vizi de 1969
(128), quienes demostraron que la fenoxibenzamina sunrimis el efec
to inhibitorio de la noradrenalina sobre la liberacidn de scetilco
1lin® del jileo de cotava en reovoso, o bajo estimulacidén. Esto impli
caba que la noradrenalina inhihtia presindpticamente la liberaciodn
de acetilcolina. A este ejemolo de inhibicidn presindptica aczadre-
nérgica de liberacidén de acetilcolina, siguié la demostracién de
una inhibicidn similar de la liberacidn de noradrenalina, presenta
da simultineamente por diversos laboratorios (124,129,130). Desde
entonces, durante los ultimos diez afios, han aparecido numerosos

trabajos en los que se demuestra la localizacidn presinsdptica de di
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versos neurorreceptores (124,125).

-E1 mecanismo mediante el cual los receptores Dreéinépticos
inhiben la liberacidn del neurotransmisor no estd completamente
aclarado. Ciertas observaciones sugieren que ls acﬁivacién de los
receptores presindpticos a-adrenérgicos limita la disponibilidad de
calcio necesaris para que continte la liberacién del neurotransmi-
sor. De esta forma, una baja concentracién de Caz+extracelular po-
tencia el efecto inhibitorio de la clonidins, sobre la liberacidn
de noradrenalina, durante la estimulacidn nerviosa del conducto de-
ferente de cobaya; por el contrario, las concentracione§ extracelu-
lares altas de Caz+, anulan la inhibicidn producida por la clonidi-
na (131). Lo mismo parece ocurrir en la inhibicién producida por
las prostaglandinas en la estimulacidn nerviosa del conducto defe-
rente (126). Sin embargc, en la inhibicién de la liberacidn de ace-
tilcolina en la electronlaca de Torpedo, no parece estar implicada

2+ . . . . S
por el terminal, sino mas bien la fosforils-

13 recaptura del Ca
cién de protefnas (132): puesto que la activacién del recentor pre-
3indptico inhibe ls fosfortilacidén de proteinas, 'sin inhibir la cap-
tura de C32+. También existe evidencia de un mecanismo presindptico
de generacién de GMPciclico, implicado en la regulacidén de libera-
cidén de noradrenalina er la glindula pineal (133).

La mayor parte de las investigaciones sobre receptbres pre-
sindpticos han sido realizadas en las terminales adrenérgﬁcas del
sistema periférico. La existencisa de receptores presindpticos a-
adrenérgicos en este sistema estd apoyada por las éiguientes obser-

vaciones: 1) La regulacidn de la liberacidén de noradrenalina es in-

dependiente de 13 naturaleza a o B de los receotores postsinéoticos



que median la respuesta del érgano efector (134-136). 2) La regula-
cién de la liberacidén de noradrenalina no est3 afectada por la atro
fia de la célula efectora postsindptica (135,137), lo cual implica
que la regulacidén se debe al terminal mismo y no al drgano efector.
3) Hay reduccidén en el nimero de sitios de unién a-adrenérgicos en
las membranas del ventriculo de corazén después de la:destruccidn
de los terminales adrenérgicos aferentes {138).

A parte de los receptores presindpticos a-adrenérgicos del
sistema nervioso periférico, se tiene evidencia de otros receptores
presindoticos, tanto en el sistema nervioso periférico, como en el
central. Asi por ejemplo,diversas observaciones sugieren la presen-
cia de receotores vresindpticos a-adrenérgicos en el sistema nervio
s0 central (139-142).

Los mecanismos de retroalimentacién negativa de acetilcolina
pueden corresnonder a la vresencia de receotores presingoticos mus-
carinicos inhibitorios, tanto en el sistema nervioso periférico
(143), como en el central (144,145).También han sido descritos re-
ceptores muscarinicos presindpticos en la electroplaca del Torpedo
(132). La existencia de receptores nicotinicos presindpticos no ha
podido ser demostrada en los ganglios simpidticos (146), pero si en
la unién neuromuscular (147,148), donde pueden regular la liberas-
cidén de acetilcolina (147).

Los receptores presindpticos de dopamina parecen estar impli
cagdos en los mecanismos de retroalimentacidn negativas de liberacidn
de dopamina, en el estriado de réta (149,150) v en el caudado de co
nejo (151). Pero al mismo tiempo, estos receptores pueden estar im-

nlicados en el control de la biosintesis de dopamina a2 nivel de la
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tirosina hidroxilasa (152). También existen evidencias de recepto-
res presindpticos GABAérgicos (153,154) y opidceos (155,156) en el
sistema nervioso central.

La presencia de recepﬂores presindpticos en el sistems ner-
vioso central hs sido sugerida al demostrarse que la liberacidén de
neurotransmisores de los cortes cerebragles sometidos a despolariza-
cidén, podia ser inhitids:vor varias sustancias que actian de forma
especifica sotre los distintos neurorreceotores. Estas ovueden ac-
tuar sobre el mismo terminal, ~vero también..pueden atuar sobre es-
tLructuras vecinas (como células glisles o el terminral postsindpti-
co) que pueden emitir una segunda sefial sobre el terminal nervioso.
Otra posibilidad es actuen sobre interneuronss cortas que se oro-
yectan sobre estos terminsles{142).

Esta Ultima posibilidad ha sido eliminada medisnte experimen
tos en los que se demuestra que los agonistas a-adrenérgicos inhi-
ben la liberacidn de noradrenalina en las preparaciones de sinapto-
somas (157). Sin embargo, las otras alternativas subsisten porque
los sinaptosomas tienen la membrana postsindptica unida, y ademés,
los sinaptosomss noradrenérgicos se encuentran en las preparaciones
rodeados de terminales no noradrenérgicos. Por tanto, subsiste 1la
posibilidad de que el sitio primario de accidn de las drogas modu-
ladoras sea la membrana postsindptica o las estructuras vecinas.
Por otra parte, los resultsdos de la modulacién donaminérgica obte-
nidos en éinaptosomas, est3dn en contradiccidn con los cbtenidos en
cortes ceretrales (158,150},

El uso de liegsndos radicactivos psrs marcar los neurorrecep

tores, junto ~on lss lesiones selectivas de las vias nerviosas,
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ofrece otra alternativa para detectar los receotores presindoticos.
Mediante este procedimiento pudo demostrarse que habia una reduccidn
del 22% en los receptores GABAérgicos del cuervo estriado, donde el.
GABA facilita la liberacidn de dopamina (160,161), cuando se destru
ian las vias dopaminérgicas nigroestriatales (162), y lo mismo suce
de con los receptores opidceos (163). También se ha demostrado que
la destruccidén de las neuronas noradrenérgicas centrales reduce el
numero de receptores opidceos en la corteza cerebral y cerebelosa
(164), y de receptores muscarinicos en el estriado y en la regién
mesolimbica (165).

Pero los resultados obtenidos por lesiones de vias nerviosas
han sido negativos en aquellos casos en que el transmisor inhibe su
propia liberacidn mediante receptores presindpticos. De esta forma,
gunque las drogas muscarinicas inhiben la liberacién de acetilcoli-
na en el hipocamoo (166); cuando se destrye las vias colinérgicas
que van del septo al hipocampo. no se observa reduccién en el nume-
ro de receptores muscarinicos del hipocampo (167). De la misma mane
ra, las lesiones de los tractos dopaminérgicos nigro-estriatales,
no reduce el numero de sitios dopaminérgicos del cuerpo estriado
(168). En el caso del receptor a-adrenérgico, la destruccidn de las
neuronas noradrenérgicas produce un ligero aumento del numero de re
ceptores a-adrenérgicos en las regiones innervadas (169,170). Sin
embargo, estos datos negativos no de&uestran la ausencia de recep-
tores presindpticos, puesto que estos receptores podrian ser cuan-
titativamente minoritarios a pesar de su importante funcidén. Por
otra parte, los métodes en los que se utilizan las lesiones tienen

el inconveniente.de que una reduccidn substancial de los receotores
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presindpticos puede quedar contrarrestadd por un aumento.en los si-
tios postsindpticos a causa de la supersensibilidad (aumento de re-
ceptores) producida por la denervacién (171).

Enfoque bioquimico para el estudio de receptores pre- y

postsindpticos - Objetivos y hallazgos

Con el fin de obtener una demostracién mis directa de la 1lg
calizacidn pre- y postsinaptica de receptores centrales, desarrolla
mos una metodologia basada en los estudios antericres de De Rober-
tis y col. {120). En la misma se aprovecha la solubilizacidn selec-
tiva de la membrans presindptica producidas por el tratamiento suave
con detergente. Cuando los sinaptosomas aislados de cerc?bo se So-
meten a un choque osmético, se obtienen las membranas sinaptosoma-
les (119) (Fig. 1). Si se tratan estas membranas con Tritgn X-100
0.1-0.2%, se disuelve la mayor parte de la membrana presindptica
gquedando intacta la membrana postsindptica (Fig. 1). Esto pudo de-
mostrarse mediante la microscopia electrénica de las fracciones de
membranas antes y después de la accidn del detergente (172). Des-
pués de este tratamiento, la unidén de agentes nicotinicos como la

(14¢)-qimetil-d-tubocurarina ({1*c)-mMTC) y el (lbb)—d}metil hexa

metonio, se concentrdé en las membranas postsindpticas (120). Sin em
bargo, ciertas actividades enzimdticas unidas a las membranas, como
la ATPasa (Na+;K+5 y la acetilcolinesterasa, se redujeron conside-
rablemente, sugeriendo que tienen una localizacidén preferentemen-
te presindptica.

En nuestro trabjo hemos utilizado la (BH)—dihidroergocripti—
ns ((BH)—DHE)! 1a (°H)-naloxona y el (H)-bencilato de quinucliding

((BH)-QNB) pars marcar resoectivamente los receptores a-adrenérgi-
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ORI 4
SINAPTOSOMA MEMBRANA COMPLEJO
SINAPTOSOMAL SINAPTICO

Figura 1.- Diagrama basado en las observaciones con el mi
croscopio electrdnico. En él se muestra los sinaptosomas aisla-
dos, la membrana sinaptosomal(obtenida después del choque osmdti
co) y el complejo sindptico (obtenido después del tratamiento
con Triton X-100 0.1-0.2%). También se indica la probable locali
zacidén de los receptores pre- y postsindpticos .
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cos, opidceos y muscarinicos en las membranas sinaptosomsles aisla-
das, y. determinar la localizacidén de estos receptores en la sinap-
sis. Durante el curso dz estos trabajos hemos llevado a cabo una sg
rie de estudios sobre la unidn de estas drogss a las membranss. Al
estudiar la accidn de los detergentes sobre la unidn, encontramos
que, dependiendo de la concentracidén, pueden aumentar o disminuir
la unidén de las drogas a los receptores, pero todos ellos tienen
una accidn inhibitoria a concentraciones que pueden disolver la mem
brana presinaptica. Sin ewmhargo:,. una vez formado el compleio
droga-receotor, éste es estable a la accidn de los detergentes. Por
este motivo, llevamos a cabo la disolucidén de la membrans oresindp
tica desrués de la unién de lss drogss radioactivas a8 las membra-
nas.

Mediante este orocedimiento, se demostrdé que la unién espe-
cifica de (M4C)-DMTC por wnidad de masa de proteinas aumentaba aldisolver-
se la membrana presindptica, lo que confirma la unidn preferente-
mente postsindptica de =sta droga. Por el contrario, la unidén de
(BH)—DHE,(3H)—naloxona v (BH)-QNB se reducian por este tratamiento.
Estos resultados pueden interpretarse suponiendo la presencia de re
ceptores a-adrenérgicos, opidceos y muscarinicos tanto en la pre-
como en la postsindpsis, mientras que los receptores nicotinicos
tienen una localizacidn fundamentalmente postsindptica.

E1l hecho de que =21 complejo ligando-receptor fuera estable
a la accidn del detergeante nos hizo pensar en la nosibilidad de pro
teger el recevntor mediante la unidn de un ligando especifico. La
proteccidén mediante ligandos ha sideo muv empleada en farmacologia

clédsica para diferenciar cada uno de los distintos receptores que
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‘se encuentrar en un tejido (173,174). De esta forma, la atropina

se usé para proteger el receptor muscarinico del intestino de la ag
cién de la dibensmina, con lo que se blcquearon todos los recepto-
res de este tejido menos los muscarinicos (175,176).

Para proteger el receptor muscarinico de las membranas sinap
tosomales de 1la accidn desnaturalizante del Triton X-100, utiliza-
mos una estrategis similar, y encontramos que la accidn del deter-
gente podia ser contrarrestsda mediante la proteccidn del receptor
con atronina. La oroteccidn producida por otras drogss colinérgicas
fue menos efectiva. Al mismo tiempo, se observé que la accién del
detcrgente podia ser reversitle o irreversible dependiendo de su
concentracidn.

Por otra parte, los efectos que producenvlos detergentes so-
bre los neurorreceptores ﬁos llevaron a estudisr la accidén de otras
drogas relacionadas con ellos y que tienen importancia terapéutica:
los anestésicos locales. Como anestésico local se define una droga
que, al ser aplicada directamente sobre un misculo o célula nervio-
sa, produce un bloqueo reversible del potencial de asccidn.En este
sentido, una gran variedad de compuestos liposolubles como las ami-
nas anestésicas, tranquilizantes, anticonvulsivantes, detergentes
etc., que pueder abolir el potencial de accidén de ls membrana exci-
table actuando principalmente sobre la conduccidén del sodio, se di-
ce que tienen acéién anestésica (177).

Asi como los detergentes producen efecto anestésico, los
anestésicos tienen una accidn tipo detergente, dado que sumentan la
fluidez o desorden tanto en las membranas modelo (178,179), como en

las biclégicas (180,181). De esta forma, los anestésicos alteran
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las interacciones lipido-proteina en diversas memtranas (181), lo
que modifica las propiedades cinéticas de las enzimas de membrana
(182,183). Por otra narte, encontramos que el efecto de los deter-
gentes sotre los neurorrecentores es similar al que tieren los anes
tésicos.

La accidén de los anestésicos hé sido estudiada en los siste-
mas colinérgicos nicotinicos de la electroplaca v 1la unién mioneu-
ral (184-187). También se ha demostrado que los anestésicos locales
pueden inhibir en el sistema nervioso central los receptores nicoti
nicos (188), los opidceos (189,190), los a-adrenérgicos (191) y los
muscarinicos (191); asi como los muscarinicos de musculo cardiaco
(192) v de las neuronas en cultivo {193). En los receptores nicoti-
nicos, parece ser que los anestésicos actian sobre el iondforo aso-
ciado al receptor (187,194), pero en los otros receptores el meca-
nismo de accidn es menos conocido.

Uno de los problemas sobre la -inhibicidn producida en los rg
ceptores muscarinicos por los anestésicos era si éstos interaccio-
nan directa o indirectamente con el sitio receotor (191,193). Para
aclsrar este oroblema, estudiamos el efecto de los anestésicos loca
les procaina, tetracaina y dibucaina, asi como el de las drogas adre
néregicas prooranolol y fentolamina {que también tienen accidn anes-
tésica) sobre los recevtores muscarinicos de las membrangs sinapto-
somales. Comprobamos que todas estas drogas a concentraciones micro
molares inhiten la unién de (BH)-QNB a las membranas sinaptosomales.
Las caracteristicas de esta inhibicidn varian con la concentracidn
de anestésicc pudiendo aparecer como competitiva o no-competitiva,

pero en nigin caso se presenta cooperatividad entre la unidn de anes



35

tésicos y de (BH)-QNB. Al mismo tiempo, comprobamos que los anesté-
sicos locales, a diferencia de los ligandos muscariniéos, no prote-
gen al receptor de la accién deleterea del Triton X-100. Estos re-
sultados sugieren que los anestésicos locales no actian directamen-
te sobre el receptor muscarinico, sino més bien sobre un sitio relg
cionado con el mismo.

De esta forma, se han estudiado diversos aspectos de los neu
rorreceptores en el sistema nervioso central como su localizacidn
en las membranas sinaptosomales,.y la modificacién de sus propieda-

des por diversas drogas que alteran el estado de las membranas.



Hi- MATERIALES Y METODOS



37

En este capitulo se describiridn los métodos generales emple
ados en ésta Tesis. Estos métodos comprenden desde la recoleeccion
del material v el fraccionamiento subcelular para sislar las membrg
nas sinaptosomales (Fig. 1), hasta el uso de ligandos radioactivos
especificos para detectar los diversos receotores ore- y postsindo-
ticos. También se describiran las técnicas utilizadas para la proteg
cidn del receptor muscarinico, y para estudiar el efecto de anesté-
sicos locales y otras drogas sobre la fijacidn de ligandos a este

receptor (vease Introduccidn).

1. Fraccionamiento subcelular

Para la separacién de las membranas del éinaptosoma se si-
guié la técnica descrita por De Robertis y col. (119). Todos sus
pasos se llevaron a cabo a 4 °C, utilizando disoluciones a las que
se agregd fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) como inhibidor ‘
de proteasas.

a) De acuerdo al recentor estudiado, se disecé la corteza
cerebral o los nicleos btasales de cerebro de gato.

b) Homogeneizacidn

Se homogeneizd en sacarosa 0.32 M v al 10% (Por eiemplo 10g
de tejido en 100 mL). *Pars la homogeneizacidén se utilizé un Potter
de vidrio con vistago de tefldn, y la misma se hizo en tres perio
dos de l‘minuto con uno de intervalo.

c) Separacidn de nucleos

El homceeneizado se centrifugd en un rotor Sorvall SS-34 a3
275é rpm durante 10 minuteos. Se decantd v se guardd el sobrenadan-

te. El sedimento, que contiene principalmente los niclecs (fraccién
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nuclear) se resuspendidé en sacarosa 0.32 M al 30% (30 mL de sacaro-
sa por 10 g de tejido original); se rehomogeneizé y centrifugd como
anteriormente, guardando el sobranadante. La fraccién nuclear se lag
vé al 50% en sacarosa y centrifugé nuevamente. Los sedimentos se
descartaron v los sobrenadantes se reunieron.

d) Separacidén de la fraccién mitocondrial »

Los sobrenadantes reunidos se centrifugaron a 9750 rpm duran
te 20 minutos. Se descard el sobrenadante y se recogieron los sedi-
mentos. Estos se reomogeneizaron en 20 ml. de sacarcsa y se repitié

13 centrifugacidn descartindose el sobrenadante. El1 sedimento co-

- rresponde a la fraccidn mitocondrial cruda {Mit) que contiene si-

naptosomas, mielina y mitocondrias (119). .

e) Choque osmético de los sinaptosomas

Con el fin de obtener las membranss sinaotosomales,.se resus
pendidé la fraccidén Mit en 120 nl' de agua destilada com PMSF IO-hM
por cada 10 g de tejido original, y se homogeneizé durante 1 minu-
to. Después de 10 minutos a 0° C, se centrifugd a 13000 rpm duran-
te 30 minutos en un rotor Sorvall SS-34.

El sedimento (Ml) fue separado y en algunos casos utilizado
para los experimentos de fijacidén de drogas. Esta fraccidn contie-
ne, ademds de las membranas sinaptosomales, mielina y mitocondrias.

f) Aislamiento de las membranas sinaptosomales

Con el fin de sepsrar las membranas sinaptosomales de los
otros componentes de la fraccidn Ml’ se prepararon gradientes de 12
mL de sacarosa 1.20M y otros 12 de O:82M en tubos de rotor Spinco
Sw25. Sobre este gradiente se colocaron 5-ml de un homogeneizado de

Ml en sacarosa 0.32 M.
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Los grahientes se centrifugaron en el rotor Sw 25 a 25 000
rpm durante 90 minutos. Después de esta centrifugacidén, la mielina
queda sobre la sacarosa 0.82 M, las memtranss sinaptosocmales sobre
la 1.2 M, y las mitocondrias van al fondo del tubo. Con una pipeta
Pateur se saca primero la mielina y luego las membranas sinaptoso-
mgles.

Las membranas sinaptosomales separadas del gradiente, se di-
luyeron 6 veces en ggua destilada con PMSF 10"1+ M y se centrifuga-
ron en un rotor Spinco 30 a 25 000 rpm durante 30 minutos. Los se-

dimentos que se obtienen se guardaron a -20° C hasta su uso.

2. Microscopia electrdnica de las fracciones subcelulares

Se siguid el procedimiento de Mattson y O’Brian (1% ). Las
membranas frescas se lavan con sacarosa 0.32 M y se fijan con glu~
taraldehido 81 6% en tampén cacodilato sédico OIM pH=7.L, durante
90 minutos a 0° C. El precipitado se lava con sacarosa al 6% en ca-
codilato sédico 0.1 M, y se fijan con OsOlIL en el mismo disolvente
durante 20 minutos

La deshidratacidén se lleva a cabo a 0° C con los siguientes

pasos:

1. Etancl al 30% 2 veces 10 minutos

2. " " 50% 3 0 "
3 . " " 7 0770 3 0 "
lt . " " 7 O% 12 "
5. " " ‘?O’:Z) 3 0 "
6 . " "oy OO% 3 0 n

En el paso L se realiza el contraste utilizando acetato de
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uranilo al 2% en acetora al 70%. Los bloques se pusieron en 4xido
de propileno con dos csmbios dursnte 10 minutos. Para la inclusidén
final, los bloques se pdnen en epén al 100% y se realiza la polime-
rizacidén en estufa durante 48 horas a 60° C.

Los bloques se cortaron con un ultramicrotomos Sorvall, y los

cortes se tifiieron con acetato de uranilo.

3. Determinacidr._de proteinas

Se realizd siguiendo el procedimiento de Lowry y col. (196),
modificado para valorar cantidades del orden de los microgranos.

a) Reactivos:

A. Nay0, a1l 2% en NaOH 0.1 M

B. Citrato sdédico al 1% en CusO, .5H,0 0.5 M

C. 1 nl. de reactivo B mezclado con 50 ml de reactivo A. Debe
ser preparado poco antes de su empleo.

D. Reactivo Folin-Ciocalteau (reactivo comercial) diluido con
agua hasta dar una concentracidén de 1N en 4cido. Debe prepararse in
mediatamente antes de =u empleo.

b) Método

Mezclar 0.1 ml de muestra con 1 ml de reactivo C.“Dejar 10
minutos a temperatura ambiente. Afiadir 0.1 ml de reactivo D, agitar
y dejar en ausencia de luz. Después de un intervalo de media a dos
horas, 13 lecturs se realiza a 750 nm.

c) Curva patrén

La curvs ovatrdn se confecciond con albUmina bovina a las con
centraciones de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/ml, haciendo tres de-

terminaciones de cada concentracidén y tomando el valor promedio.
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d) Modificaciones

Cuando las muestras de proteinas estaban muy diluidas se em
pleé hasta 0.3 ml de muestra por ensayo, y las disoluciones patrén
se llevaron al mismo volumen con agua destilada.

En las determinaciones de proteinas en presencia de detergen
tes no-idnicos, el reactivo C se 1levd al 3% en SDS para evitar la

precipitacidn de estos detergentes.

L. Unién de (’H)-DHE a las membranas sinaptosomales

Para estudiar la unién de (°H)-DHE a las membranas sinapto-
somales puras, se siguié el procedimiento que describieron Green-
berg y Snyder para homogeneizados totales de cerebro {198), intro-
duciendo algunas modificaciones:

a) Antes de cada ensayo de unidén, las membranas sinaptoso-
males se incuban con fosfato de iproniacida 1 MM durante 15 minu-
tos a 25 °C, para inhibir cualquier actividad residual de monoami-
noxidasa. V

b) En cada ensayo se utilizé una cantidad de membranas equi
valente a C.1 mg de proteina resuspendidas en 1 ni de una disolu-
cién acuosa de pirocatecol 50 mM, dcido ascdérbico 0.8%, EDTA 5 mM
y ditiotreitol 0.5 mM. Luego se pueden agregar también los inhibi-
dores en un volumen maximo de 10 nl.

c) Se incuba en la oscuridad a 25 °C durante 10 minutos en
un baflo Durnoff con agitacidn. Se adiciona la (PH)-DHE (10-20 i)
y se continda la incubacidn en las mismas condiciones durante 60
minutos.

d) A fin de detener la reaccién, se colocan los tubos en



L2

hielo y se afiade 3 ml de tampdn frio.

e) Las membranas se filtran a través de filtros‘GF/C {What-
man) en bajo vacio y se lavan 3 veces con 5 ml de tampén frio que
contiene 4cido ascdrbico 0.1% vy pirocatecol 1.mM.

f) Los filtros se colocan en viales, se les afiade 6 ml de
metilcelosolve al 30% en PPO al 1% en tolueno y se cuentan en un
contador de centelleo liquido.

g) La unidn especifica se determiné como la diferencia de
radioactividad entre la unidn total a las membranas y experimentos

idénticos pero en presancia de (-)norepinefrina 0.1 mM.(199).

5. Unidn de (BH)-ngloxona a las membranas ginaptosomales

Se siguibé el procedimiento de Squires y Brasstrup {200) con
ligeras modificaciones:

a) Se suspenden las membranas sinaptosomales en tampén Tris-
HC1 50 mM, pH. 7.4 en una proporcidén de 0.16 mg de proteina por mL
de tampdn. Para cada ensayo se utiliza 0.5 ml de esta suspensién.

b) Afladir 5 w1 de morfina 40 mM a las membranas destinadas
para blancos de unién inespecificas. De esta forma, la concentra
cidén final de morfina es 40 HM.

c) Las membranas con o°*sin morfina se incuban a 37 °C duran
te 15 minutos en un bafio Durnoff con agitacidén. Agregar la (BH)-ng
loxona en un volumen de 5 a 10 w1, en concentraciones tales que se
cubra un rango de concentraciones finsles entre 1 y 6d nM, y se
vuelve a incubar en las mismas condiciones durante 15 minutos.

d) Se detiene la reaccidn colocando las muestras en hielo

durante 15 minutos.
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e) El contenido de cada tubo se filtra a través de filtros
Whatman GF/C con bajo vacio y los filtros se lavan 3 veces con 7
ml de tampdn de incubacidn a O °C.

f) Los filtros.se colocan en viales a los que se afladidé 6
ml de metilcelosolve al 30% en PPO al 1% en tolueno y se cuentan
en un contador de centelleo liquido.

g) Los ensayos se realizaron por triplicado y se considerd
como unidén especifica, la diferencia de radioactividad entre las
muestras incubadas en ausencia de morfina y las muestras incuba-
das con morfina 40 WM. La unidn inespecifica fue alrededor de un

30% de la unidn total.

6) Unidn de (°H)-QNB a las membranas sinaptosomales

Se siguidé el procedimiento descrito por Yamamura y Snyder
para homogeneizados totales de cerebro (201) introduciendo algunas
modificaciones:

a) Se suspenden las membranas sinaptosomales en tampdn
Na/K PO, 50 mM (Na,HPO, 40.5 mM y KH,PO, 19.5 mM) pH 7.4 en una prg
porcidn de 0.05 mg de proteina por ml de tampén. Por cada ensayo
se utilizan 2 ml de esta suspensidn.

b) Se agrega 10 ul de sulfato de atropina 1 mM a las mues-
tras destinadas para blancos de cuentas inespecificas. La concentra
cién final del inhibidor es 5 MM.

¢) Las muestras son incubadas durante 15 minutos a 25 °C en
un bafio Durnoff con agitacién y se agrega la (BH)-QNB en un vold-
men de 5 a 10 Wl de etanol absoluto a concentraciones tales que se

cubra un rango de concentraciones finales entre 0.1 y 2.0 nM. La
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incubacidén se continda durante 45 minutos en las mismas condicio- -
nes.

d) La reaccidn se detuvo colocando las muestras en hielo y
afiadiendo 3 ml de tampdn frio. El contenido de cada tubo se fil-
tra a través de filtros Whatman GF/B, y el filtro se lava tres ve
ces con 5 ml de tampdn frio.

e) Cada filtro se coloca en un vial al que se afiade 6 mL
de metilcelosolve al 30% en PPO al 1% en tolueno y se cuenta en
un contador de centellzo liquido.

f) Los ensayos se realizaron por triplicado y se conside~
ré como unidn especifica la diferencia de radioactividad entre
las muestras incubadas en ausencia de atropina y las incubadas en

presencia de atropina.

7. Unidn de (Y*2)-DMTC a las membranas sinaptosomales

Se realiza en las mismas condiciones utilizadas para la
(BH)—QNB, pero con una concentracién tnica de (L4c)-DMTC (=0.5 pM)
Como blancos se tomaron muestras preincubadas con DMTC fria a

1'mM de concentracidn final.

8. Accidn de los detergentes sobre la unidén de L}H)-DHE,
(3

H)-naloxona v (°H)-ONB a las membranas sinaptosomales

Con el fin de determinar la accidén de los detergentes so-
bre la unidn especifica de estas drogas se utilizé Triton X-100,
Nonidet P~40, dspxicolato y digitonina a concentraciones entre
10‘5y 10717 (w/v). El ensayo de unién se lleva a cabo con. cada

droga como se indica anteriormente, pero afladiendo la misma can-
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tidad de detergente a las muestras experimentales y a los blancos
con inhibidor.La concentracidén de droga radioactiva fue constan-
te en estos ensayos ( (BH)-DHE:ué nM, (°H)-naloxona= 10 nM
(PH)-QNB=0.9 nM).

9. Aislamiento de los complejos sinapticos

Tal como se menciond en la Introduccién, el tratamiento de
las membranas sinaptosomales aisladas con Triton X-100 0.1-0.2%
produce la desintegracidn preferencial de la membrana presinapti-
cn aislandese los complejos sindpticos. Dado que las concentra-
ciones de detergente necesarias para separar estos complejos si-
nipticos inactivan la unidén de las distintas drogas (ver resulta
dos), se aplicé el tratamiento con detergente después de marcar
las membranas con los distintos ligandos radioactivos:

a) Las membranas sinaptosomales {en una concentracidén de
0.1 mg de proteina por ml) se sometieron a los distintos ensayos
de unidn descritos anteriormente pero sin filtracidn, y utilizanﬁ
do una concentracién fija de droga radioactiva ((PH)-DHE= 6 nM,
(>H)-naloxona= 10 nM y (3H)-QNB=1.4 nM). Al final del periodo de
incubacidén las membranas se centrifugaron a 100 000xg durante 60
minutos.

b) Los sedimentos se lavaron dos veces superficialmente
con agua destilada, se resuspendieron en el tampdén de incubacidn
y se centrifugaron de nuevo a 100 000xg durante 1 hora. Este pro-
ceso se repitid una vez mas para eliminar la radioactividad libre.

c) Después del marcaje de las membranas, los complejos si-

nipticos se separaron por el procedimientc de Fiszer y De Rober--
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tis (172). Las membranas sinaptosomales a una concentracidén de

2 mg de proteina por ml se trataron durante 10 ﬁinutos a0 °C
con Triton X-100 0.1-0:2%, y se centrifugaron a.lOO 000xg duran-
te 1 hora.

d) En otros experimentos las membranas se sometieron a un
tratamiento mds drdstico con Triton X-100 0.5%, NaHCO; 0.5 M, sa_
carosa 0.32 M en tampén Tris-HCl 6 mM pH 8.1, durante 15 minutos
a O °C con agitacidn intermitente. Este tratamiento disuelve las
membranas pre- y postsindpticas dejando intactas las densidades
postsindpticas (202).

e) Para valorar proteinas y determinar la radisactividad
se tomaron alicuotas por triplicado de las membranas no tratadas
con Triton X-100 (controles) y de las tratadas con detergente.

f) En todos los casos la unidn especifica se therminé por
diferencia con blancos incubados en presencia de inhibidores es-

pecificos a las concentraciones indicadas anteriormente.

10. Experimentos de proteccidn

La proteccidn del receptor muscarinico de la accidn desna
turalizante del Triton X-100 se realizé por el siguiente procedi-
miento: '

a) Las membranas sinaptosomales (4 mg de proteina por ml
de suspensidn) se preincubaron en presencia de sulfato de atropi
na 2.5 6 10 UM a 25 °C durante 15 minutos en tampdn Na/K PO, 50
mM, pH 7.4.

b) Después de esta incubacidn, la suspensién se enfrid en

un bafio de hielo y se diluyd al doble con el tampdn conteniendo



47

una concentracién de Triton X-100 dos veces superior a la concen

tracidén final de dtergente que se deseaba. De esta forma, duran--
te el tratamiento con’Triton X~-100 la suspensién de membranas era
de 2 mg de proteina por ml . Se.mantiene la suspensidén en presen-

cia de d?tergente durante 10 minutos a O °C.

c¢) Las membranas se centrifugaron a 100 000xg durante 30
minutos. Luego se lavd dos veces la superficie del sedimento con
agqé destilada, se resuspendidé en tampdn y se centrifugd de nue-
vo. Este procedimiento de lavado se repitid una vez mds para eli-
minar el detergente v la atropina.

: d) Se llevaron controles de membranas tratadas sélo con
atropina o detergente, y de membranas sin ningin tratamiento.

Para proteger el receptor también se emplearon otras dro-
gas colinérgicas. Estos experimentos se realizaron a concentracio
nes fijas de atropina (=2.5 puM) y de Triton X-100 (=0.1%).

Para determinar si los anestésicos protegian los sitios re
ceptores en las membranas sinaptosomales crudas, se siguid el mig
mo esquema experimental utilizando anestésicos a la concentraciédn
500 pM y Triton X-100 a 0.2%.

En todos los casos, la unidn de (BH)—QNB a las membranas

se midié como se indica anteriormente, a la concentracién 0.9 nM.

11. Efecto de los anestésicos sobre la unién de (3H)-QNB

a_las membranas sinaptosomales crudas

Para determinar el efecto de estas drogas sobre la unién
de (BH)—QNB, las membranas sinaptosomales crudas se suspendieron

en tampdén K/Ma R%‘SO mM, pH 7.4 a una concentracidn de proteinas
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de 0.1 mg/ml, se adicionaron los anestésicos a la concentracién
deseada v el ensayo de unidn con (BH)—QNB se llevé a cabo como se

indicé anteriormente.

12. Productos quimicos

Las drogas frias utilizadas en los ensayos de unidn fueron:
sulfato de atropina (Mann Research Lab. Inc.), (+) propranolol
(Ayest), fenoxibenzamina (Smith, Kline and French), serotonina,
dopamina, (-)norepinefrina, dimetil-d-tubocurarina, procaina, te-
tracina y dibucaina (S5igma). Las drogas radiocactivas: (’H)-DHE
21 Ci/mmol) y (thcy-mmTe (94.7 mCi/mmol) de Amersham, (BH)—naloxg
na (8.23 Ci/mmol) y (°H)-QNB (29.4 Ci/mmol) de New England Nuclear.

Los detergentes utilizados: Triton X-100 y deoxicolato sé6-
dico (Sigma), digitonina (Biochem) y Nonidet P-40 (BDH Ltd.).

Las demds drogas y reactivos se utilizaron en grado anali-

tico.



IV-RESULTADOS



50

En el presente capitulo se describird de forma ordenada la
serie de resultados experimentales sobre los neurorreceptores cen
trales que constituyen la parte original de la présente Tesis.

Como se menciond en la Introduccidn, estos resultados per-
miten postular la localizacidn pre- y péstsinépticé de los recep-
tores a-adrenérgicos, opidceos y colinérgicos muscariniccs centra
les, asi como la preferente localizacidn postsinéptica de los re-
ceptores colinérgicos nicotinicos. También se muestran aspectos
originales acerca de la accidn de los detergentes, los anestési-
cos locales y otras drogas sobre los receptores, -v demuestran que
es posible proteger a ciertos receptores mediante ligandos espe-

cificos.

1. Caracteristicas de 1los receptores a-adrenérgicos

centrales

El estudio del receptor a-adrenérgico central se realizd
utilizando el antagonista éspecifico (BH)-DHE que se fija de for-
ma competitiva tanto a receptores pre~ como postsindpticos.

La fijacidn especifica a las membranas sinaptosomales de
los nucleos basales del gato, en el rango 0.1-6.0 nM-de (BH)-DHE,
resulté en una curva hiperbdlica que satura entre:Ly6 nM (Fig.2A).

La representacidn de Scatchard confirmé la existencia de
una sola clase de sitios de unidn con una constante de_disocia-
cidn Kd:3.7 nM, y un nimero mdximo de sitios de unidén Bmax=1000
pmol/g de proteina (Fig.2B) (203). Por otra parte, se demostrd
que no existe cooperatividad entre los sitios de unidn, pues el
nimerc de Hill (204) es Ny=0.95 (Fig. 2C), es decir, préximo a la

unidad.
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Figura 2.- Unidn de 1la (BH)—DHE a las membranas sinaptoso-
males de los nucleos basales del gato. Las membragas sinaptosoma-
les (0.1 mg de proteina por mi)se incubaron con (“H)-DHE 0.1 a 6.0
nM y se filtraron como se indica en Métodos. SSlamente se represen
ta la unidn especifica. Los ensayos se llevaron a cabo por tripli-
cado con una variacidn menor del 10%; cada punto es el promedio de
dos experimentos separados.

A, curva de saturacidn; B, representacidén de Scatchard;C,
representacidn de Hill de los mismos experimentos.
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Se hicieron experimentos para demostrar la especificidad
de la unidn de la (BH)-DHE a los a-adrenorreceptores, tal como
se muestra en la Fig. 3 y en la Tabla I. La fencxibenzamina es
la droga que desplaza mids fuertemente la unién de la (3H)—DHE,
seguida de la fentolamina y la (-)norepinefrina (Fig. 34). Las
constantes de inhibicidn de estas drogas son respectivamente 7,
16 y 787 nM (Tabla I). En la Figura 3B, se muestra el efecto que
sobre la unién de (BH)—DHE, tienen otras drogas no-a—aarenérgicas
(+)propranolol, serntcnina, y dopamina. Estas drogas tienen un
efecto pequefio en el desplazamiento de (BH)—DHE, y sus constan-
tes de inhibicidn son 6 000, 16 000 y 55 000 nM respectivamente.
La Tabla I también muestra las IC50 de todas estas drogés en la
inhibicién de la unidn de la (JH)-DHE.

Estos resultados confirman la especificidad de la unidn
de la (BH)-DHE a los receptores a-adrenérgicos y demuestran que,
en el rango de concentraciones utilizadas, no hay fijacidn de es-~

ta droga a receptores serotoninérgicos y dopaminérgicos.

2. Caracteristicas de los receptores a los opidceos

El estudio de los receptores a los opiaceos se realizé uti
lizando el antagonists especifico (3H)-naloxona que se fija fuér-
temente al sitio receptor. La fijacidn especifica a las membranas
sinaptosomales de los nucleos basales del gato demostrd la exis-
tencia de dos sitios que se saturan a diferente concentracidn
(Fig. L). Hay un sitio de alta afinidad que satura a .8-10 nM y
otro de menor afinidad que satura a 32-40 nM de (BH)—naloxona.

E1l andlisis de Scatchard corrobora que hay dos sitios dis-
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Figura 3.- Inhibicidn de la unidn de (BH) DHE a las mem-
branas sinaptosomales de loanucleos basales del gato por dife-
rentes drogas. La unién de (“H)}-DHE se realizd a la concentracidn
de 1 nM en presencia de las distintas drogas. Los puntos son las
medias de tres experimentos realizados por triplicado con una va
riacién menor del 15%. A, fenoxibenzamina (4=a), fentolamina
(a-8) y (- )noreplnefrlna (w-®). B, (+)propranolol (#~#) serotoni
na (0-0) y dopamina (#-e). Se considerd el 100% la diferencia en
tre la radloact1v1dad obtenida en los controles sin inhibidor y
la obtenida en presencia de (-)norepinefrina 0.1 mM.
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TABLA I '
ICgo Y K;DE LAS DISTINTAS DROGAS SOBRE ‘LA UNION DE

(3H)—DHE A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES

O e s M) . e Wi A
Fenoxibenzamina 9 7
Fentolamina 20 16
(-)Norepinefrina 1 000 789
Dopamina 70 000 55 000
Serotonina 20 000 : 16 000
(+)Propranolol 7 000 6. 000
Las IC se obtuvieron de las curvas de desplazamiento

ilustradas ensga Fig. 3. La Ki se calculd mediante la siguiente
ecuacidn:

k - 10 + JCH)-DHE]

i 50 Kd

ICyy, concegtracién de droga que desplaza el %0% de la unidn espe
ci?9es de ( H)-DHE, K,, constante de disociacidn de la droga ra-

dioac}iva calculada mgdiante la representacidén de Scatchard (Fig.
2), {(°H)-DHE] = 1 nM.
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Figura L.- Unidn de (BH)—naloxona a las membranas sinapto-
somales de los ganglios basales del gato. Los ensayos de union se
realizaron como se indica en Métodos. A jeurva de saturacidn de
la unidén especifica entre 1 y 60 nM de ( H)-naloxona. La curva
muestra tendencia a saturar a dos niveles. En el interior, la re-
presentacidn de Scatchard muestra la K, y 1la B para los sitios
de alta y beja afinidad. B, representagién de B9¥1 de 1os sitios
de alta afinidad con Ny= 1.01, C, representacién de Hill de los si
tios de baja afinidad ﬂon N.,= 0.86. Cada punto de la curva repre-
senta el promedio de dos exgerimentos realizados por triplicado
con una variacidén menor del 10%.
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tintos de unidn de (BH)—naloxona a las membranas. El sitio de al
ta afinidad tiene una constante de disociacidn Kd1=3.7 nM y una

B =79 pmol/g de proteina (Fig. LA interior). La representacidn

maxl
de Hill de los sitios de alta afinidad da un nimero de Hill igual
a 1.01 (Fig. 4B}, lo que sugiere que no hay cooperatividad entre
los sitios de alta afinidad. Los sitios de baja afinidad dieron
Kqp=35 M y B__ =224 pmoles/g de proteina (Fig. 4A interior).

El coeficiente de Hill N,=0.86, también sugiere ausencia de coo-

peratividad en los sitios de baja afinidad (Fig. 4C).

3. Caracteristicas de los receptores colinérgicos

muscarinicos

Para el estudio de los receptores muscarinicos centrales
se utilizd el antagonista especifico (BH)—QNB. La unidén de la
(BH)—QNB se mididé en un rango de droga radioactiva libre entre
0.1 y 2.0 nM (Fig. 5). La curva de saturacidén es hiperbdlica y la
meseta se alcanza entre 0.8 y 1.0 1M de droga radioactiva libre
(Fig. 5A). La representacidén de Scatchard indica un tdnico tipo de
sitios de unidén con Kd:0.3h nM y Bmax= 2.2 nmol/g de proteina
(Fig. 5B). E1 nGmero de Hill es Ny=1.01, lo que confirma que hay
un sélo tipo de sitios de unidén que ademds son independientes
(Fig. 5C).

Con la fraccidén de membranas sinaptosomales crudas Ml (vea
se Métodos), se obtuvo una constante de disociacidn Kd=0.25~nM
(Fig. 6C), es decir, ligeramente mds baja que la obtenida con las
membranas mds purificadas. Esta variacién puede deberse a la dis-

tinta concentracidn de receptor empleada, puesto que la Kd calcu-
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Figura 5.- Unidn de 1la (BH)-QNB a las membranas sinaptosgo
males de la corteza cerebral de gato. Lés membranas sinaptosoma-
les (0.05 mg por nl ) se incubaron con (“H)-ONB entre 0.1 y 2.0 nM
y se filtraron como se indica en Métodos. Los ensayos se realiza-
ron por triplicado y sélamente se representa la unidn especifica.
Los puntos son el promedio de dos experimentos independientes con
una variacién menor del 5%. .

A, curva de saturacién, B, representacidn de Scatchard y
C, representacidn de Hill de los mismos experimentos.
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Figura 6.- Unidr. de la (BH)—QNB a las membranas sinaptoso
males crudas de la corteza cerebral de gato. Las me9branas sinap
tosomales crudas (0.1 mg por ml) se incubaron con (“H)-QNB entre
0.1 y 2.0 nM y se filtraron como se indica en Métodos. Cada pun-
to es el promedio de dcs experimentos separados realizados por
triplicado con una variacidén menor del 5%. Sélamente se represen-
ta la unidn especifica.

A, curva de saturacidn, B, representacién de Hill, C, re-
presentacidn de Scatchard de los mismos experimentos.
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lada por la representacién de Scatchard puede variar con la con-
centracidén de receptor (205). Sin embargo, en las membranas cru-
das la Bma§=llh pmol/g de pfoteina) es mucho mas baja que en las
mas puras, lo que indica una menor concentracién del receptor.

Como en el caso anterior, el nimero de Hill es prdéximo a la uni-

dad NH=O.89.

L. Efecto de los detergentes sobre los receptores

centrales

La accidén de diversos detergentes se estudié especialmen-
te en los casos de los receptores d-adrenérgicos y opidceos. An-
tes de determinar el efecto sobre la unidn de ligandos especifi-
cos, se anlizdé la extraccidn de proteinas de las membranas sinap
tosomales producida por el Triton X-100 y otros detergentes.

En la Tabla II se muestra la solubilizacidén producida por
el Triton X-100 0.1 y 0.2% a O °C durante 10 minutos, que son
las condiciones empléadas para disolver selectivamente la membrg
na presindptica. En estas condiciones los porcentajes de solubi-
lizacidén de proteinas son respectivamente de un 25 y un 32% con
respecto a los controles sin tratar con detergente. Empleando
Triton X-100 0.5%, para disolver también la membrana postsinipti
ca, la solubilizacidén es del 45%. Por el contrario, el detergen-
te a la concentracidén de 0.01% no produce solubilizacién signifi
cativa de proteina, como previamente demostraroh Fiszer y De Ro-
bertis (172). '

Asi mismo, puede verse en la Tabla III que tanto el Tri-

ton X-100, como otros detergentes a la concentracidén de 0.01% no
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TABLA II

CONTENIDO PROTEICO EN LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON TRITON X-100 A O °C

Concentracidn de Proteinas no

Triton X-100 % solubilizadas %
0.01 ; 100 + 8 .
0.10 75 %5
0.20 68 + 5
0.50 55 +.6

________________________________________________ e - — -

Las membranas sinaptosomales (2 mg de proteinas por ni.Jse
incubaron con las distintas concentraciones de Triton X-100 a
0 °C durante 10 minutos, se centrifugaron a 100 000xg y se lava-
ron como se indica en Métodos. Las proteinas se determinaron en
el sedimento residual por el procedimiento de Lowry (196). El
100% representa la cantidad de proteinas recuperadas en las mem-
branas sometidas al mismo tratamiento en ausencia de Triton X -
100. Los valores son los promedios de seis experimentos separa-
dos realizados por triplicado.
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TABLA III

CONTENIDO PROTEICO EN LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES
DESPUES DEL TRATAMIENTO CON DETERGENTE A 25 °C

Proteinas no

Detergente solubilizadas %
Triton X-160 97 + 2
Nonidet P-40 94 + 2
Deoxicolato 98 + 1
Digitonina 101 + 5

Las membranas sinaptosomales (0.1 mg de proteinas por ni.)
se incubaron con los distintos detergentes a la concentracidn de
0.01%,a 25 °C durante 60 minutos, se centrifugaron a 160 000xg y
se lavaron como se indica en Métodos. Las proteinas se determina
ron en el sedimento residual por el procedimiento de Lowry (196)
El 100% representa la cantidad de proteinas recuperada en las
membranas sometidas al mismo_ tratamiento en ausencia de detergen
te. )
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no producen solubilizacidn significativa de proteinas cuando las
membranas se incuban a 25 °C durante 60 minutos. Estos resulta-
dos sugieren que la presencia de detergentes a concentraciones
menores de 0.01% durante los ensayos de unidén de ligandos, no
produce una solubilizacidén significativa de receptores de las
membranas.

Como se muestra en la Fig. 7, el Triton X-100 produce una
inhibicién considerable de la unidn de (BH)-DHE a las membranas,
aun a concentraciones nuy bajas. Tanto el Triton X-100 como el
Nonidet P-4O a concentraciones de 107 °% producen una inhibicidn
completa de la unidn especifica. Como se dijo anteriormente, a
estas concentraciones de detergente no se produce solubilizacidn
de proteinas de la membrana (Tabla III).

También puede obsevarse en la Fig. 7 que el Nonidet P-~40,
el depxicolato y la digitonina, a concentraciones bajas, produ-
cen una estimulacidn de la unidn especifica de (BH)-DHE- Gon
deoxicolato 10'“%, la unidén especifica aumenta un 135% con res-
pecto a los controles, y con la digitonina a la misma concentra-
cidén, el aumento es de un 80%. A concentraciones mds altas, tan-
to el depxicolato como la digitonina inhiben la unién de (BH)—
DHE; pero el efecto no es tan marcado como en el caso del Triton
¥X-100 y del Nonidet P-40. De hecho, con digitonina 10_2% todavia
hay un 60% de unién especifica con respecto al control; y con
deoxicolato 10'2% queda un 50%. En presencia de digitonina 10-1%,
hay todavia un 20% de unidén especifica, pero a esta concentracién
parte de la unién puede haberse perdido por solubilizacidn del re

ceptor.
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3 Figurs 7.- Efecto de los detergentes sobre la unién de
(“H)-DHE a las membranas sinaptosomales. La unién3a las membra-
nas (0.1 mg de proteinas por ml) se realizé con {“H)-DHE 6 nM co
mo se indica en Métodos. Antes del ensayo de unidén, las membra-
nas se incubaron a 25 °C durante 10 minuntos con los detergentes
a las concentraciones indicadas. La linea O representa la radio-
actividad especifica de los controles sin detergente (632 pmol/g
de proteinasg, los valores positivos significan activacién y los
negativos, inhibicién. Los histogramas representan los promedios
de dos experimentos independientes realizados por triplicado, con
una variacidn menor del 15%.
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Los mismos detergentes a concentraciones entre lO'5 y
10_1% producen un cambio significativo en la unidén especifica
de (°H)-naloxona a las membranas sinaptosomales (Fig. 8). La di-
gitonina y el Triton X-100 tienen un efecto inhibitorio a cual-
quier concentracidén. En contraste, el deoxicolato y el Nonidet
P-LO producen un incremento de la unidn especifica de alrededor
del 50% sobre el control a la concentracién critica de-lO—h%.
Por encima y por debajo de esta concentracidén, no hay estimula-
cién de la unién especifica, y a concentraciones mds altas de
10'3%.inhiben marcadamente la unidén. En presencié de detergente
1071% se observa sélamente entre un 5 y un 20% de unién especi-
fica, pero a esta concentracidén parte de la unidén puede haberse
perdido por solubilizacidén del receptor.

El efecto del Triton X-100 a distintas concentraciones so
bre la unidn de (BH)-QNB se muestra en la Fig.'9. Puede observar
se que en presencia de Triton X-100 5x10'h% hay ya una inhibi-
cidn significativa de la unién especifica. A la concentracidn
de 10-2%, la inhibicién de la unidén de (BH)-QNB es casi del 100%.
Recordemos que a esta concentracién de Triton X-100 todavia no
hay solubilizacidn de proteinas de la membrana, tanto cuando el
tratamiento se lleva a cabo a O °G, como a 25 °C (Tablas II y
III).

Debe hacerse notar que en todos estos experimentos-el de
tergente se halla presente durante la incubacidn d2 las membra-

nas con droga radioactiva.

5. Estabilidad del complejo ligando-receptor aisilado

Una vez analizado el efecto de los detergentes sobre los
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3 Figura 8.- Efecto de los detergentes sobre la unidn de
(“H)-naloxona a las membranas sinaptosomsales. Los ensayos ge
unidn se realizaron como se indica en Métodos utilizando (“H)-
naloxona 10 nM, en presencia de los distintos detergentes a las
concentraciones indicadas. E1 0% equivale al control en ausencia
de detergente (57 pmol/g de proteinas). Los valores experimenta
les estdn expresados como porcentajes por encima {estimulacidn
o por debajo (inhibicidn) del control. Los puntos son el prome-
dio de dos experimentos separados realigzados por triplicado,
con una variacidén mixims del 10%.
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Figura 9.- Efecto del Triton X-100 sobre la unién de (°H)
-QNB a las membranas sinaptosomales. La unidn 3 las membranas
(0.05 mg de proteinas por ml ) se realizé con (“H)-QNB 0.9 nM co-
mo se indica en Métodos, en presencia de las concentraciones in-
dicadas de detergente. E1 100% representa la radioactividad es-
pecifica de los controles en ausencia de detergente (1.73 pmol/g
de proteinas). Los puntos son las medias de dos determinaciocnes
indepg;dientes realizadas por triplicado con una variacidn menor
del 10%.
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distintos receptores, se estudid el grado de estabilidad del com
plejo droga-receptor aislado de la membrana; dado que, para el
estudio de la localizacién'pre- y postsindptica de estos recep-
tores, era de fundamental importancia que formaran complejos

muy -estables con sus respeétivos ligandos especificos (véase mis
adelante).

Después de realizar el marcaje de las membranas sinapto-
somales con (BH)—DHE por la técnica de centrifugacidn descrita
en Métodos, las membranas fueron sometidas al tratamiento con
Triton X-100 0.5% a O °C. La suspensién de membranas en deter-
gente se dializd contra 100 vollUmenes de tampdén Tris-yci 50 mM,
pH: 7.7. Como puede observarse en la Fig. 10, hay una considera-
ble retencidén de la radioactividad dentro de la bolsa de didli-
sis tanto en las membranas sometidas al tratamiento con detergen
te, como en otras no sometidas a este tratamiento. Por ejemplo,
1 hora después de comenzar 1a didlisis no hay pérdida significa
tiva de radioactividad ni en las membranas tratadas ni en las
controles. Sin embargo, en los blancos de droga libre, dializa-
dos en las mismas condiciones y con la misma cantidad inicial de
radioactividad, hay una reduccidén de un 67% en la radioactivi-
dad al cabo de 1 hora de didlisis. Estos resultados sugieren que
después de unirse la (’H)-DHE a las membranas, el complejo dro-
ga-receptor que se forma es bastante estable a la accidén del Tri
ton X-~100.

A También pudo demostrarse la estabilidad del complejo (BH)
-naloxona-receptor. Tanto las membranas marcadas intactas, como

las que se sometieron al tratamiento con Triton X-100 después
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RADIOACTIVIDAD (@o)

TIEMPO (h)

Figura 10.- Didlisis de las membranas sinaptosomales mar
cadas con (3H)-DHE y tratadas con Tr}ton X-100 0.5%. Las membra
nas sinaptosomales se marcaron con (YH)-DHE 6 nM y la radioacti
vidad libre se elimindn por centrifugacidn.Los sedimentos se re
suspendieron y trataron con Triton X-100 0.5% (ver Métodos). La
suspensién de membranas en detergente se dializé contra 100 vo-
limenes de tampdn de incubacidn. Membranas control sin detergen
te [0—O; membranas tratadas con Triton X-100 (m—); (3H)-DHE

libre @©—e).



69

100

80
S
a 60
<
Q
=
~ 40
Q
<
Q
Q
- 20
e
| | | |

0 5 10 15 20
TIEMPO (h)

Figura 11.- Didlisis de las membranas sinaptosomales mar-
cadas con (3H)-naloxona en presencia de Triton X-100 0.5% (e—®e)
o_en ausencis de detergente (©—0). Las membranas se marcaron con
(3H)-naloxona 10 nM y la radioactividad libre se eliminén por cen
trifugacidén. E1 100% representa la radioactividad en el tiempo O
de dialisis. Experimentos similares se reslizaron con (3H)-naloxg
na libre en presencia o ausencia de Triton X-100 0.5% (
Cada punto es el promedio de dos experimentos separados realiza-

dos por triplicado
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Figura 12.- Didlisis de las membranas sinaptosomales mar-
cadas con (3H)-QNB y tratadas gon Triton X~100. Las membranas si-
naptosomales se marcarcn con {JH)-QNB 0.9 nM y la radicactividad
libre se elimind por centrifugacién. Las membranas se resuspendig
ron y trataron con Triton X-100 0.5%. E1 sobrenadante soluble de
este tratamiento se separd por centrifugacién a 100 000xg, 1 h.

La disdlisis se realizé contra 100 volimenes de tampdn de incuba-
cién. Membranas control (B—0); sobrenadante soluble en Triton X-
100 0.5% (m—#); residuc insoluble en Triton X-100 0.5% (e—@); (3H)

-QNB libre
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del marcaje, se dializaron contra 100 volumenes de tampdn Tris-
HC1 50 mM, pH 7.4. Puede verse en la Fig. 11 que las membranas
control y las tratadas con Triton X-100 0.5%, retienen una consi
derable cantidad de radioactividad durante mds de 20 horas. En
experimentos paralelos con una cantidad similar de (°H) -naloxona
libre en presencia o ausencia de Triton X-100 0.5%, encontramos
que en ambos casos habia un rdpido eflujo de radiocactividad. Es-
tos resultados indican que el Triton X-100 no favorece la disocia
cidén del ligando.

En el caso del receptor muscarinico, también pudo demos-
trarse la estabilidad del complejo (°H)-QNB-receptor. Después &

marcar las membranas, una parte de .ellas se sometid al tratamien

to con Triton X-100 y se centrifugaron a 100 000xg durante 1 hora.

El precipitado resultante se resuspendid en un volumen de tampén
igual al inicial. Las membranas marcadas sin tratar con detergen
te, el precipitado resuspendido y el sobrenadante se dializaron
contra 100 volﬁmengs de tampdn Na/K Po, 50 mM, pH=7.4. Como puede
verse en la Fig. 12, los blancos con droga libre pierden complé-
tamente al cabo de 2.5 horas de didlisis, mientras que en los de
mds casos queda retenida més del 50% de la radiocactividad inicial
después de 23 horas de didlisis. Por tanto, se puede concluir que
el complejo (BH)—QNB-receptor también es estable a la accidn del

Triton X-100.

6. Localizacidn pre- v postsindptica de receptores

centrales

Los resultados anteriormente mencionados sobre la estabi-
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lidad de los complejos ligando-receptor, nos permitiefon realizar
los experimentos que se describen a continuacién, en los que des-
pués de la fijacién de los ligandos a las membranas, éstas se so-
metieron al tratamiento con Triton X-100.

Como se indicd en Métodos, las membranas sinapgasomales fue
ron sometidas a un tratamiento suave con Triton X-100 0.1 y 0.2%
que disuelve la membrans presindptica (Figs. 13 y 14), y a un tra
tamiento mas drastico con Triton X-100 0.5% que disuelve también
la membrana postsindptica (202). Mediante el tratamiento con 0.1
y 0.2% hay una reduccién de la radioactividad especifica de un 15
y de un 40% respectivamente en el caso de la (BH)-DHE, de un 15 y
un 33% en el caso de la (BH)-QNB y de un 33 y un 43% en el de la
(’H)-naloxona (Fig. 15). Estos resultados se hallan en marcado
contraste con los obtenidos cuando las membranas sinaptcsomales
marcadas con (lhc)-DMTC fueron tratadas con el detergénte. En es
te caso, mediante el tratamiento con Triton X-100 0.1 y 0.2% la
radioactividad especifica aumenta en un 15 y un 70% respectiva-
mente en relacidén a los controles no tratados (Fig. 15). El tra-
tamiento mds drastico cén Triton X-100 0.5% disminuye en un 80%
la actividad de la (BH)—DHE, en un 64% la de la (PH)-onE y en un.
93% 1a de la (°H)-naloxona; pero en este caso, la actividad de la
(le)—DMTC también se reduce con respecto a los controles no trg
tados con detergente.

Como se versd en la Discusidn, estos resultados sugieren
que, mientras el receptor nicotinico tiene una predominapte loca

lizacidn postsindptica (lo que confirma los resultados anteriores

de De Robertis y col. (120)), los receptores a-adrenérgicos, opij
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Figura 13.- Microscopia electrdnica de las membranas sinap
tosomales purificadas por el procedimiento descrito en Métodos.
Sélamente se observan las membranas de los terminales nerviosos
(ms), algunas de las cuales muestran el complejo de unidn (flechas)
compuesto por las membranas sinaptosomales y por el reticulo sub-
sinaptico (rs). Después del choque osmético todavia quedan algu-
nas vesiculas sindpticas (vs). Ampliacidn x60 000.
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Figura 14.- Membranas sinaptosomsles después del tratamien
to con Triton X-100 0.1%. Predominan los complejos de unién (cu).
Con flechas se indica algunos de los complejos de unidn en los
que todavia se obseva parte de la membrana presindptica. En com-
paracidn con la Fig. 13, se observa que las membranas presindpti-
cas han desaparecido practicamente. Ampliacidn x60 000.



75

200
-
B PH-QNB 1
C3“C-DMTC
(I *H-DHE
EZ3*H-NALOX.
< B
<
S
=
2
[-™
& L
100}
2 | E i 1
a = 5
= | E 1
I =
Q =
3 =
A =
< -
P> =
-
=
=
£
=
=
| B spigig

C 01 02 05 C 01 02 05 C 010205 C 010205

TRITON X-100 9%

Figura 15.- Accidn_del Triton X—%OO sobre las membranas si
naptosomalgsmraias con (3H)-DHE 6nM, (14C)-DMTC 50 nM, (°H)-0QNB
1.,%M vy (°H)-naloxona 10 nM. Las membranas marcadas se trataron
con Triton X-100 0.1 y 0.2% por el procedimiento suave de De Ro-
bertis y col. (120), o por el procedimiento mgs drastico con Tri-
ton X-100 0.5% de Cohen y ccl. (202). Las membranas no disueltas
Se separaron por centrifugacién a 100 000xg 1lH y se resuspendieron
en el tampdr de incubacidn. En cada caso se hicieron determinacio
nes por duplicado de proteinas y radioactividad. La unién inespe-
cifica se detgrminé en presencia de (-)norepinefr&na 0.1 mM para
la unidén de | H)-DH%, de DMTC 10 M para la de (1%C)-DMTC, de atro
pina 5 #M para la ( H)-ONB y de morfina 4O UM para la (3H3—naloxg
na. Los histogramas son los promedios de cuatro experimentos.

—— = s
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ceos y muscarinicos tienen una localizacidén a la vez pre- y post-

sindptica.

7. Proteccidn del receptor muscarinico por la atropina

En el caso del receptor muscarinico, los experimentos de
proteccién con atropina (véase Métodos) demostraron que la unidn
del ligando especifico era capaz de impedir la accidén deleterea
del Triton X-100 sobre el sitio receptor. También permitieron con
firmar la localizacidén pre- y postsindptica de estos receptores.

En este caso, el método consistié en unir el ligando frio

‘al receptor. Posteriormente se trataron las membranas con el de-

tergente y ambos (detergente y ligando frio) fueron eliminados
por lavados y centrifugaciones, antes de realizar el ensayo de
unidén del ligando radioactivo.

El experimento que se muestra en la Fig. 16 se disefi6 para
determinar la concentracidén de atropina que después de lavar las
membranas no interfiere en la unidn de (BH)-QNB. Puede ¥erse que
con concentraciones de atropina 1-2.5 WM se recupera el 100% de
unién especifica de (BH)-QNB, mientras que cusndo se emplean con
centraciones mds altas, persiste el efecto inhibitorio de la atro
pina después de los lavados. -

La proteccidn del receptor muscarinico contra la accién del
Triton X-100 se estudié empleando concentraciones de atropina 2.5
y 10 uM. Como se muestra en la Fig. 17B, la atropina 2.5 UM es
capaz de contrarrestar casi completamente el efecto inhibitorio
del Triton X-100 lO_l%l Empleando concentraciones mids altas de de

tergente (p.e., 2x10°t y 5xlO_l) la recuperacién de la unidn espe
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Figura 16.- Efecto de la greincubacién de las membranas
con atropina sobre la unién de (JH)-QNB. Las membranas (4 mg de
proteinas por ml.) se preincubaron con atropina a diferentes-oon-
centraciones durante 15 minutos a 25 °C, en tampén Na/K PO, 50 mM
pH 7.4. Después de lavar las membranas por centrifugacion y resus
pensién, los ensayos de unién con (3H)-QNB 0.9 nM como se indica
en Métodos. El 100% representa la unidn especifica a los contro-
les sin tratar con atropina (1.7 pmol/mg de proteinas). Los pun-
tos son las medias de dos experimentos independientes realizados
por triplicado con una variacién maxima del 5%.
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Figura 17.- Proteccién del receptor muscarinico. Las mem-
branas sinaptosomales se incubaron durante 15 minutos a 25 °C
con atropina, y luego se trataron con Triton X-100 a O °C duran-
te 10 minutos.El detergente y la atropina se eliminaron por cen-
trifugacidn y resuspensién. Los ensayos de unidn se llevaron a
cabo con (3H)-QNB 0.9 nM, como se indica en Métodos. El 100% re-
presenta la unidn especifica a los controles sin atropina ni de-
tergente (1.7 pmol/mg de proteinas). Los histogramas son las me-
dias de dos experimentos realizados por triplicado. A, éexperimen
to control sin atropina; B, proteccidén con atropina 2.5 HM; C,

proteccidn con atropina 10 uM.
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‘cifica es mis baja, pero ello puede deberse a la solubilizacién
del receptor (Tabla II).

A concentraciones m3s altas de atropina (10 uM) hay tam-
bién proteccidn, pero el efecto inhibitorio de este antagonista
se puede observar aun después de los lavados (Figs. 16 y 17C).

Un punto interesante es que a concentraciones de Triton X-100
1072 v 10—1% la unidn especifica que se recupera es mas alta que
en los controles con 5610 atropina 10 uM. Esta observacidn podria
interpretarse como que el detergente favorece el desplazamiento
de la atropina de los sitios feceptores.

Estos resultados contrastan con los que se obtienen cuan-
do las membranas no se preincuban con atropina antes del trata-
miento con detergente (Fig. 174). Empleando concentraciones de
degsrgente mayores de 10—1% se recupera menos del 15% de la unién
de (BH)—QNB. Sin embargo, ha de hacerse notar que incubando con
Triton X-100 10”°% en ausencia de atropina se recupera mis del
90% de la unidén especifica. Teniendo en consideracién que la pre
sencia de Triton X-100 a concentraciones mayores de 10—2% inhibe
totalmente la unién de (JH)-QNB (Fig. 9), estos resultados indi-
can que el efecto inhibitorio del detergente es reversible cuan-
do éste se emplea a bajas concentraciones, e irreversible cuando
se emplea a altas concentraciones.

En la tabla IV se muestra la proteccidén producida por
otras drogas colinérgicas. La concentracidén de droga que se em-
pleé en todos los casos fue 2.5 UM, y la del Triton X-100 fue
10"1%. Puede observarse que la atropina es la droga que mejor pro

tege el receptor muscarinico. La drga nicotinica d-metil tubocu-
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TABLA IV

PROTECCION DEL RECEPTOR MUSCARINICO POR VARIAS DROGAS
COLINERGICAS DE LA ACCION DEL TRITON 'X-100

Droga Proteccidn (%)
Atropina 90 £+ 4 |
Escopolamina 50+ 5
Oxotremorina Ly + 10
d-Metil tubocurarina 30+ 9

Las membranas sinaptosomales (4 mg de proteinas por ml) se
preincubaron con las distintas drogas a 2.5 MM durante 15 minutos
a 25 °C, luego se trataron con Triton X-100 0.1% a O °C durante-
10 minutos. El detergente y la droga se eliminaron por centrifu-
%acién y resuspensidén. Los ensayos de unidn se realizaron con

3H)-QNB 0.9 nM como se indica en Métodos. Los valores son los
promedios de dos experimentos separados realizados por triplicado.
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rarina también aejerce cierta proteccidn, pero menos que.las dro-

gas muscarinicas.

8. Accidén de los anestésicos locales_sobre la unidn

de (3H)-QNB

La accidn de los anestésicos locales (procaina, tetracaina
y dibucaina) y de las drogas adrenérgicas fentolamina y proprano-
lol, que también tienen efecto anestésico, se estudiaron en un
rango de concentracidén.entre 1 nM y 500 uM.Como se muestra en la
ig. 18, todas estas drogas inhiben la unidn especifica de (BH)-
QNB pero con diferente efectividad. Esto puede apreciarse mejor
en la Tabla V, en la que se ha calculado la ICSO y la Ki para las
distintas drogas. El inhibidor mds potente es la procaina (Ki=9
1M) seguido por la tetracaina y la fentolamina. La dibucaina tie-
ne una potencia intermedia, v el propranolol es el que con menos
efectividad inhibe la unidn especifica de (BH)-QNB (Ki=80 uM) .
Ninguna de estas drogas afecta la unidén inespecifica de (°H)-QuB.

Los resultados de la Fig. 18 se representaron en forma de
logit-log (192) en la Fig. 19. Las coeficientes de Hill que se ob
tuvieron mediante esta representacidn,fueron todos préximos a la
unidad (Tabla V)}; lo que sugiere que no hay cooperatividad entre
los sitios de unidén de los anestésicos y los de la (BH)—QNB.

El efecto de los anestésicos se estudidé también realizando
las curvas de saturacidén de la unidn de (3H)—QNB en presencia de
las distintas concentraciones de procaina y propranolol. La repre
sentacidén de Scatchard se muestra en la Fig. 20, y la Kd, B y

max
NH’ calculados de estos exparimentos, se muestran en la Tabla VI.
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Figura 18.- Efecto de los anestésicos locales sobre la
unidn de 3H)-QNB a las membranas sinaptosomales crudas. La unidn
'se realizdé con (3H)-QNB 0.2 nM, en presencia de concentraciones
crecientes de anestésico. E1l 100% representa la unién especifica
a las membranas control en ausencia de anestésico (53+2 pmol/mg
de proteinas). Los puntos son los promedios de tres experimentos
por triplicado, con una variacién menor del 10%. )

DC,dibucaina; PC, procaina; F, fentolamina; PP, proprano-
lol; TC, tetracaina. . )
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Figura_19.- Representacidn logit/log de la inhibicidn de
‘la unién de (°H)-QNB por los anestésicos locales, obtenida a par
tir de los datos de la Fig. 18. Uo es la unidn especifica a las
membranas control; U, la unidn especifica a las membranas en prz
sencia de los anestésicos a las distintas concentraciones.

DC, dibucaina; PC, procaina; F, fentolamina; PP, proprans
lol; TC, tetracaina.
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TABLA V

POTENCTA RELATIVA DE LOS ANESTESICON EN LA INHIBICION DE LA
UNION DE(°H)-QNB A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES GRUDAS

Droga ICSO Ki NH
(um) (uM)

Procaina 16 9 0.91

Tetracaina 18 10 1.00

Fentolamina 18 10 1.08

Dibucaina L0 22 1.18

Propranolol 180 80 1.07

La IC 0.Y la K. se obtuvieron de las curvas de desplaza-
miento que sg ilustrah en la Fig. 18, el nimero de Hill (NH)de 1la
representacidn logit/log de la Fig. 19.

La K; se calculd mediante la ecuacidn:

K;= 1C50 / (1+[(3H)-QNB] /K4)

donde ICSO: concentracidén de droga que desplaza el 50% de unién
especifica.
Kd = constante de disociacidén, calculada por la represen-
3 tacién de Scatchard (Fig.6)
[( H)—QNB]: 0.2 nM
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En comparacidén con las caracteristicas de la unidn .de PH)-NB
en el control, se observa que, por accidn dé las distintas con-
centracionés de procaina y propranolol, hay un aumento definido
en la K;, que corresponde a un descenso en la afinidad de la 3H)
-QNB por el receptor. En concomitancia con sus diferenteé Ki(Ta—
bla V), el efecto de la procaina es mis marcado que el del pro-
pranolol.

También se observaron diferencias en la Bmax' Esta aumen-
ta sobre el nivel del control con procaina 0.1 EM y con proprang
Jol 100 uM, pero se reduce mucho a concentraciones altas de pro-
caina. Estos resultados demuestran que, dependiendo de la concen
tracidén, el efecto de los anestésicos puede aparecer como compe-
titivo o no-competitivo. Como serd mencionado en la Discusién,
este diferente comportamiento con la concentracidén, puede expli-
car algunos resultados contradictorios de la literatura.

Como las aminas anestésicas pueden competir con el Ca2+,
desplazandolo de las cargas negativas fijas de la membrana (177),
llevamos a cabo experimentos de unidén de (3H)—QNB en presencia

de Ca*ty Mg?t

con y sin procaina. En la Tabla VII puede observar
se que tanto el Ca2+ como el Mg2+ 1 mM, producen un ligero des-
censo {10-15%) en la unién de (BH)-QNB a las membranas. En com-
binacidn con la procaina, el cat produce sélamente un ligero in
crement? de la inhibicidn que ejerce esta droga en la unién de
(°H)-QNB.

Previamente hemos mencionado que el efecto inhibitorio

del Triton X-100 es reversible a bajas concentraciones, pero

irreversible a concentraciones mds altas (Fig.17). Para determi-
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Figura 20.- Representacidén de Scatchard de la unidn espe-
cifica de (’H)-QNB a las membranas sinaptosomales crudas en pre-
sencia de distintas concentraciones de procaina (A) y propranc-
lol (B). La unidén a las membranas (0.1 mg de proteinas por ml
se realizd como se indica en Métodos con concentraciones de (JH)
~QNB entre 0.1 y 2.0 niM. Los resultados son el promedio de tres
experimentos por triplicado. La linea de trazos es el control en

ausencia de anestésicos (Fig. 6).
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TABLA VI

CONSTANTES DE LA UNION DE (BH)-QNB EN PRESENCIA DE DISTIN-
TAS CONCENTRACIONES DE PROCAINA Y PROPRANOLOL

Concentracidn Kqg B

Dréga (uM) (uM) (pmol?gxprot.) Ny

Control _ 0.25 114 0.89
Procaina 0.1 0.42 157 0.79
Procaina 10.0 0.6 115 0.97
Procaina 100.0 0.95 33 1.05
Propranolol 0.1 0.18 113 1.09
Propranolol 100.0 0.73 148 1.00
Propranolol 500.0 1.08 100 1.04

Las constantes de disociacidn (K,) y la unidn maxima
(Bmax), se calcularon mediante la re regentacién de Scatchard
de la Fig. 20. El numero de Hill (NH) se calculd de los mismos
experimentos.
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TABLA VII

EFECTO DEL Ca®t ¥ Mg2+ SOBRE LA UNION DE (°H)-QNB
A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES CRUDAS

Droga (%)
Control 100
ca®* 85+ 5
Mgt : 91 + 6
Procaina 15 + 2 .
Procaina+0a2+ 12 + 1
Frocaina+Mg~* 1 + 1

Los resutados se expresan como porcentajes de unidén con
respecto a los controles sin procaina ni cationes divalentes
(52+3 pmol/g de proteinas). Se utilizaron las siguientes cogceg
traciones de drogas: ClCa y Cl2Mg 1 mM, procaina 10 uM y (JH}-
QNB 0.2 nM. La unidén de (3H)-QNB a las membranas se realizd co-
mo se indica en Métodos. Los resultados son €l promedio de tres
experimentos por triplicado.
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nar si la accidn de los anestésicos era reversible o irreversible,
desarrollamos experimentos similares. Como se muestra en la Tabla
VITI, las membranas incubadas con los distintos anestésicos a la
concentracidén de 500 UM y luego lavadas, muestran una recupera-
cién completa de la unidén de (BH)~QNB. Sélamente en el caso de la
fentolamina y la dibucaina hay una ligera inhibicidén. La Tabla
VILI también muestra que los anestésicos no extraen proteinas de
las membranas, en contraste con lo que ocurre en el caso del Tri-
ton X-100 0.2%. Esta concentracién de detergente extrae un 4L0% de
proteinas de las membranas y la mayor parte de la unidén de (BH)-
QNB queda irreversiblemente inhibida.

Los resultados obtenidos en los experimentos de proteccidn
se muestran en la Fig. 21. En esta figura, la linea cero corres-
ponde a la unién de (3H)-QNB a las membranas tratadas sélamente
con Triton X-100 0.2% (véase Tabla VIII). Puede observarse que la
atropina protege los sitios de unidn, y éstos se recuperan en un
200% sobre el control tratado sdlamente con el detergente. Por
el contrario, los anestésicos no protegen los sitiso receptores,

pudiendo incluso reducirlos por debajo del valor del control.
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TABLA VIII

REVERSIBILIDAD DEL EFECTO DE LOS ANESTESICOS SOBRE LA
UNION DE (°H)-QNB A LAS MEMBRANAS SINAPTOSOMALES CRUDAS

Droga Concentracidn Proteinas (%) Unidn de (BH)—QNB (%)
Control —_— 100 100

Atropina 2.5 uM 10442 101+10

Procaina 500.0 uM 107+1 102+4

Tetracaina 500.0 uM 10542 111+15

Dibucaina  500.0 uM 11149 9143

Fentolamina 500.0 pM 108+8 85+3

Propranolol 500.0 pM 103+3 G743

Triton X-100 0.2 % 6L+L 21+3

Después del tratamiento con los distintos anestésicos a 25
°C durante 15 minutos o con Triton X-100 durante 15 minutos a 0°C,
las membranas se lavaron como se indica en Métodos ara los expe-
rimentos de proteccidn. La unidn se realizé con ( H?—QNB 1 nM.

Los resultados se expresan como porcentaje de la cantidad de pro-
teinas y como porcentaje de la unién de ?3H)-QNB a las membranas
control (91+5 pmol/g de proteinas). Los valores son el promedio
de dos experimentos por triplicado.
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Figura 21.- Proteccidn del receptor muscarinico. Las mem-
branas sinaptosomales crudas se incubaron durante 15 minutos a
25 °C con atropina 2.5 MM o los anestésicos locales 500 uM, pos-
teriormente se trataron con Triton X-100 0.2% a O °C durante 10
minutos. El detergente y las drogas se eliminaron por centrifu-
gacidn y resuspengidn. Los ensayos de unidén se realizaron por
triplicado cor (’H)-QNB 1 nM como se indica en Métodos. La 1i-
nea O representa la radiocactividad especifica (19+3 pmol/g de .
proteinas) de las membranas control tratadas sélamente con Tri-
ton X-100 (En la Tabla VIII 1la inhibicidn causada por el Triton
X-100 se expresa como porcentaje de la unidn' especifica). Los
porcentajes positivos indican proteccidén y los negativos mayor
inactivacidn. Los resultados son el promedio de dos experimentos
" por triplicado. Nétese que la inica droga que protege es la atrog
pina (A). PC, procaina; TC, tetracaina; DC, dibucaina; F,fentola
mina; FP, propranolol.
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Se consideraran en este capitulo los resultados citados an
teriormente en relacién con los datos de la literatura. También
se discutiran estos resultados desde el punto de vista de su vali
dez experimental y de los problemas que pueden plantearse en futu
ras investigaciones.

En secciones sucesivas analizaremos los resultados sobre:
1) la especificidad y caracteristicas cinéticas de la unidn ligan
do-receptor a las membranas de cerebro; 2) el efecto de los deter
gentes sobre la citada unidn; 3) la localizacidn pre- y postsindp
tica en relacidn con la memb}ana del sinaptosoma; L) la proteccidn
del sitio receptor muscarinico por ligandos especificos y 5) la

accién de los anestésicos locales y drogas con efecto anestésico

sobre la unidn de ligandos al receptor muscarinico.

1. Especificidad de la unidn de los ligandos radiocactivos

a_los distintos receptores

Los resultados sobre la unidn especifica de (’H)-DHE & las
membranas sinaptosomales de lgs ganglios basales del gato se mues
tran en la Fig.2. Estos resultados confirman los obtenidos por
Greenberg y Snyder (198) en homogeneizados de diferentes regiones
de cerebro de rata. La saturacidén a las concentraciones de 4-6 nM
de (3H)-DHE obtenida por nosotros, es coincidente con la encontra
da por Peroutks y col. (206) en los homogeneizados de cerebro de
vaca; pero diferente de la observada por Davis y col. (207) quie-
nes obtuvieron una saturacidn a 40 nM en el cerebro de rata. Por
la representacidn de S;atchard (Fig. 2B), se obtiene una constan-
te de disociacidn Kd:3.7 nM que es intermedia entre la de corteza

-
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cerebelar (4.1 nM) y la corteza cerebral (1.6 nM). Por otra par-

te, Davis y col. obtuvieron una K., mucho mis alta (8.4 nM). Tan-

d
to la representacidén de.Scatchard como el nimero de Hill (Fig. 2
A y B) confirman que hay un sdélo tipo de sitios de unién e inde-
pendientes para la (BH)-DHE en las membranas sinaptosomales de
los ntcleos basales.

El nUmero miximo de sitios de unidn obtenidos por CGreen-
berg y Snyder (198) fue de 21 pmol/g de tejido fresco. A partir -
de este valor, y teniendo en cuenta que en 1 g de cerebro de ra-
ta homogeneizado y centrifugado hay 100 mg de proteinas (208),
calculamos un valor de 210 pmol/g de proteinas. En nuestro caso,
la unidn méxima determinada mediante la representacidn de Scat-
chard es 1000 pmol/g de proteinas, es decir, casi cinco veces mis
alta. Esto sugiere que, durante la separacién de las membranas si
naptosomales, se ha producido una purificacidén de los a-adrenorre
ceptores de unas cinco veces;

Los estudios de competicidn con los agonistas y antagonis-
tas a-adrenérgicos, el agente bloqueante B-adrenérgico (+)propra-
nolol y los neurotransmisores serotonina y dopamina (Fig. 3 y Ta-
bla I), confirman que la unidn de (BH)—DHE es especifica para los
a-adrenorreceptores a las concentraciones que empleamos.

Estos resultados estdn de acuerdo con los de Greenberg y
Snyder, pero difieren de los de Davis y col. (207). Estos inves-
tigadores, trabajando a concentraciones mas altas de (BH)—DHE,
encontraron que la serotonina podia desplazar su unién con una K;
=1.9 pM, y la dopamina con una Ki=8.0 MM; mientras que la Ki para

la (-)norepinefrina era de 3.4 EM. A partir de estos resultados
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concluyeron que la (°H)-DHE podia unirse no sélo a los recepto-
res a-adrenérgicos, sino también a los receptores de dopamina y
serotonina.En nuestro caso, la Ki para la (-)norepinefrina es
0.8 UM, y para la serotonina y dopamina 16 y 55 pPM respectiva-
mente (Tabla I). A partir de estos datos podemos concluir que, a
las bajas concentraciones que empleamos, la unidn de (BH)-DHE es
fundamentalmente a los receptores a-adrenérgicos. Como veremos
mas adelante al hablar de los anestésicos locales, el efecto de
la dopamina, la serotonina y el propranolol en concentraciones
micromolares sobre el receptor a-adrenérgico, puede deberse a
una alteracidén de la membrana mds que a una accidn directa de es
tas dmgas sobre el sitio receptor.

Las caracteristicas de la unién de (BH)—naloxona a los re
ceptores opidceos de las membranas sinaptosomales de los ganglios
basales, obtenidas por nosotros, estdn de acuerdo con los resul-
tados de la literatura. En homogeneizados totales de cerebro de
rata, Pasternak y Snyder (209) encontraron tn sitio de alta y
otro de béja afinidad, con constantes de disociacidén de 0.4 y 30
nM respectivamente. Posteriormente, Squires y Braestrup (200)
confirmaron la presencia de dos tipos distintos de sitios de
unidn de (BH)—naloxoﬁa & otras caracteristicas diferenciales, co-
mo una distribucidn regional distinta. Las constantes de disocig
cidén que encontramos en las membranas sinaptosomales fueron Kdl
=3,7 nM y Kd2:35 nM.‘?quires y Braestrup encontraron una Bmax pa
ra el sitio de alta afinidad de 3 pmol/g de tejido,y de 11 pmol/
g de tejido para el sitio de baja afinidad. De la misma forma

que anteriormente, podemos calcular 30 pmol/g de proteinas y 110
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pmol/g de proteinas para los sitios de alta y baja afinidad res-~
pectivamente. En nuestro caso las Bmax fueron 79 pmol/g;y 224

. pmol/g de proteinas respectivamente, lo que indica que también
los receptores opidceos fueron parcialmente purificados al sepa-
rarse las membranas sinaptosomales.

En cuanto al receptor muscarinico, como puede observarse
en la Fig. 5, la unién de (BH)-QNB a las membranas sinaptosomales
sigue una curva de saturacidn hiperbdlica, alcazdndose la satura
cién entre 0.8 y 1 nM de (°H)-QNB. La representacién de Scatchard
es una linea recta, lo que indica un sélo tipo de sitiés de unidn.
A partir de esta representacidn, se calcula una Kd=0.3h nM, simi
lar a la obtenida por Yamamura y Snyder en la fraccién mitocon-
drial (201), y una Bmax=2’2 nmol/g de proteinas. En las membraa
nas sinaptosomales crudas, que estdn menos puras, obtuvimos una
K4=0.25 nM y una B =114 pmol/ébde proteinas (Fig. 6). Este va-
lor de la Bmax indica que en la fraccidn sinaptosomal cruda el
receptor muscarinico estd menos purificado. También se observa
que la Kd en la fraccién sinaptosomal pura es mas alta que en la
cruda. Hemos de tener en cuenta que en el caso de las membranas
sinaptosomales puras, la concentracidn del receptor muscarinico
{calculada por los datos de la representacidén de Scatchard) fue
de 0.11 nM, es decir, nayor que Kd/lo. Cuando se utilizan concen
traciones de receptores mayores que Kd/lo, los valores de la Kd
calculados por la representacidén de Scatchard pueden aumentar
cuando se aumenta la concentracidén de receptor (205). En los de-
mis casos este problema no se ha presentado porque se trbajé a

concentraciones de receptor mencres que Kd/lO.
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En términos generales, podemos concluir que los valores
de Kd’ Bmax y otras caracteristicas de los receptores centrales
estudiados (a-adrenérgicos, opidceos y muscarinicos) coinciden
con los obtenidos anteriormente por otros autores. Sin embargo,
cabe destacar que el método de fraccionamiento utilizado por no-
sotros,lleva a una mayor purificacidén en el aislamiento de la mem
brana sinaptosomal, por lo que, en todos los casos, obtuvimos un

B

valor de 1la Bma mayor. Esto estd de acuerdo con una mayor con-

b'e
centracidn de los sitios receptores en las membranas sinaptosomg

les.

2. Efecto de los detergentes sobre la unidn especifica

de los ligandos a los receptores

El tratamiento de las membranas con detergentes produce
un efecto diferente sobre los distintos receptores. Por ejemplo,
el receptor colinérgico nicotinico de diversos tejidos es resis-
tente al Triton X-100,y al deoxicolato, los cuales han sido em-
pleados para su solubilizacidn y purificacidén (201). También han
podido ser solubilizados mediante detergentes los receptores al
GABA (211) y a las bezodiacepinas (212,213). Otros receptores,
por el contrario, son muy sensibles a la accidn de los detergen-
tes’, como por ejemplo, los opidceos (214) y los a-adrenérgicos
(215); por lo que estos receptores sélamente han podido caracte-
rizarse en forma soluble mediante la unidn previa de ligandos
que, forman complejos muy estables (216,217). En nuestro trabajo,
estudiamos el efecto de los detergentes sobre los neurorrecepto-

res de las membranas sinaptosomales, con la finalidad, como se
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dijo en‘la Introduccidn, de disolver la membrana presindptica. Es
tos estudios se realizaron fundamentalmente con los receptores
a-adrenérgicos y opiédceos. .

En la Fig. 7 puede apreciarse que el Triton X-100 produce
inhibicidén de la unién de (BH)-DHE aun a concentraciones muy ba-
jas. Por el contrario, el Nonidet P-40, el deoxicolato y la di-
gitonina,a bajas concentraciones, aumentan la unidén, mientras
que a concentraciones altas la inhiben. La estimulacidn es parti
cularmente evidente con demxicolato lO—h% (135% de estimulacidn)
y con la digitonina lO'h% (80%) . Estos dos detergentes poseen en
su estructura un grupo de ciclopentanoperhidrofenantreno, por lo:
que se puede especular que la estimulacidén se deba principalmen-
te a este grupo.

En el caso de los opidceos, todos los detergentes tienen
una accién deleterea sobre el sitio receptor, que es fuéertemente
inhibido a concentraciones superiores a 10'3%. Excepciones fue-
ron el depxicolato y el Nonidet P-40 a la concentracién de 1o‘h%,
con las cuales la unidn especifica se estimula en un 50%. Estos
dos detergentes no presentan ningin grupo comin en su estructura,
por lo que no es posible atribuir la estimulacién a ningin grupo
concreto.

El mecanismo que determina la estimulacién de estos recep
tores no estd todavia aclarado. Una posibilidad es que se deba
al descybrimiento de receptores latentes a causa del desplaza-
miento de los lipidos por el detergente. Otra posibilidad es que
se deba a un cambio de afinidad o cooperatividad de la unidn del

ligando a los sitios receptores. Estas alternativas de interpreta



99

cidén serdn motivo de investigaciones experimentales a realizar
en el futuro.

El efecto del Triton X-100sobre la unidén de (SH)-QNB al
receptor muscarinico (Fig. 9),confirma los resultados de Beld y
Ariéns(218) y de Aronstam y col. (219),que demuestran la inhibi-
cién de la unidén de drogas muscarinicas por los detergentes no-
idnicos,cuando se emplean a concentraciones que solubilizan las
proteinas de la membrana (mayores de 0.1%).\Ademés se puede ob-
servar que, a concentraciones entre lO~h vy 10'3% de detergente,
ya existe una inhibicidn significativa. Esta inhibicidn es del
100% cuando se utiliza Triton X-100 107 %%.

Como se muestra en la Tabla III, los detergentes a la con
centracidn de 10"2% no producen una solubilizacidn significativa
de las proteinas de la membrana. Por tanto, la inhibicidn produ-
cida por estas concentraciones de detergente, es dificil que se
deba a la extraccidén ae receptorea de la membrana. Por el contra
rio, los detergentes a 10-1%, ya pueden extraer proteinas de la
membrana (Tabla II); por lo que la inhibicidn producida por esta
concentracidén puede deberse, en parte, a la solubilizacidn de Is
receptores. Cabe destacar que en el caso del receptor muscarini
co, la inhibicidn producida por el Triton X-100 es, dentro de

ciertos 1limites, reversible (véase mids adelante). Esto significa

que,elminando el detergente de las membranas, se recupera la unidn

de (BH)-QNB. Sin embargo, a concentraciones altas de detergente,
su efecto es en gran medida irreversible.
El efecto causado por los detergentes sobre los neurorre-

ceptores, puede estar relacionado con el requerimiento lipidico
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de estas macromoléculas para desempefiar su funcidn.Este requeri-
mienpo lipidico estd tien determinado en el caso de diversas en-~
zimas de membrana (220,221) y de algunos receptores (222-224).
Nuestros resultados indican que los detergentes tienen una accidn
sobre los neurorreceptores similar a la que tienen sobre algunas
enzimas (225,226). La accidén de los detergentes puede deberse a
un cambio en la fluidez de la membrana, dado que ésta afecta la
actividad de ciertas enzimas (227). Dependiendo de la concentra-
cidn, los detergentes pueden también alterar las interacciones
lipido-proteina. Dado que los lipidos pueden modular lz confor-
macién de las proteinas (228), la perturbacidn producida por el
detergente pude deberse a un cambio de conformacidn del receptor

A
causado por el desplazamiento de sus lipidos asociados.

3. Localizacidn pre- vy postsindptica de los receptores

Como se menciond en la introduccidén, durante los ultimos
diez afios, un nimero cada vez mayor de evidencias farmacoldgicas
han llevado a postular la existencia de receptores pre§ipépticos.
Sin embargo, hasta el presente no existia ninguna evidencia bio-
quimica que avalara la existencia de estos receptores en les ter
minales nerviosos. Nosotros hemos abordado el problema de la di-
ferenciacidn de los receptores pre- y postsindpticos aprovechan-
do la solubilizacidn s2lectiva de la membrana presindptica, me-
diante el tratamiento suave de las membranas sinaptosomales con
Triton X-100 (120,172). De acuerdo con estos estudios, en el ca-
so de un receptor situado en la membmna postsinédptica,cabe espe-

rar que su concentracidn por unidad de proteina aumente cuando
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'se elimina la membraqa-presinéptica. Por el contrario, si parte
del receptor esté localizado en la membrana presindptica, su con
centracidén debe disminuir cugndo se disuelve la membrana presisa
naptica.

Dado que los detergentes inactivan los receptores a con-
centraciones que pueden solubilizar la membrana presindptica, en
nuestro trabajo tuvimos que marcar primero Tos receptores con 1i
gandos radioactivos y,.posteriormente, disolver la membrana pre-
sindptica. Tal estudio, requeria comprobar previamente que el
Triton X-100 no disociaba el complejo ligando-receptor (Figs. 10
-12).

El tatamiento con Triébh X-100 de las membranas sinaptoso
males,marcadas con los distintos ligandos antes mencionados, pro
‘duce la solubilizacidén de un complejo ligando-receptor que es
bastante estable. Esto pudo ggmostrarse mediante la didlisis de
las membranas tratadas con detergente (Figs. 10-12). Al mismo
tiempo, en el sedimento residusl al tratamiento con Triton X-100
0.1-0.2%, la radioactividad especifica por unidad de masa de proteinas
disminuye en el caso de la (BH)-DHE, (BH)—naloxona y (BH)—QNB
(Fig. 15). Estos resultados ﬁueden compararse con lcs obtenidos
con el agente nicotinico (lLC)—DMTC, en cuyo caso la radioactivi
dad especifica aumenta en un 15 y un 75% respectivamente, al tra
tar las membranas con Triton X-100 0.1 y 0.2%. A estas concentra
ciones de detergente, hay una solubilizacidn preferencial de 1la
membrana presindptica, como se observa por microscopia electrdéni-
ca (Figs. 13-14). Una forma de interpretar estos resultados, es

que los receptores nicotinicos son fundamentalmente postsindpti-
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cos; mientras que los receptores a-adrenérgicos, opidceos y mus-
carinicos, son parcialmente pre- y postsinadpticos. Esta interpre
tacidn, estd apoyada por los resultados obtenidos cuando se uti-
1izd el tratamiento de Cohen y col. (202) con Triton X-100 O.S%,
el cual disuelve también la membrana postsindptica. En este caso,
hay un marcado descenso de la radioactividad especifica de la
(140)-DMTC, y un descenso todavia mayor de la radioactividad es-
pecifica de la (°H)-DHE;, (’H)-naloxona y (°H)-QNB.

Otra interpretacidén de estos resultados, podia ser que
los receptores a-adrenérgicos, opidceos y muscarinicos, se solu-
bilizasen mas fiacilmente que los nicotinicos. Aunque esta inter-
pretacidén no puede descartarse, parece poco probable por ser di-
ficil disolver una proteina intrinseca (como es el caso de los
receptores) sin desintegrar la membrana.

En el caso del receptor muscarinico, algunos autores pos-
tularon que podia se extraido con altas concentraciones de ClNa
(229,230), lo cual significaria que este receptor no es una pro-
teina intrinseca. Sin embargo, ésto no ha podido ser confirmado
por otros autores (218,219,231). En vista de ello, tratamos las
membranas sinaptosomales con ClNa 2 M, y encontramos la misma
cantidad de unidn de (BH)—QNB que en las controles. Por lo tanto,
no parece que el receptor se extraiga de las membranas con altas
concentraciones de sal, lo que indica que el receptor muscarini-
co es una proteina intrinseca de la membrans.

También existe la posibilidad de que ciertos receptores
estén localizados en las membranas de las células gliales, las

cuales pueden contaminar la fraccidn sinaptosomal (192), y que el
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tratamiento con Triton X-100 disuelva estas membranas, dando lu-
gar a una reducciodn en la concentracidén de receptores. Aunque es
ta posibilidad no se puede descartar, parece poco probable, pues
si hay receptores en estas membranas, deben estar en baja concen
tracidén; ya que en la purificacidn de las membranas sinaptosoma-
les hay una reduccién en la éantidad de membranas gliales a la
vez que se produce una concentracién de receptores. Por lo tanto,
la solubilizacién de las membranas gliales producirias un aumento
en la concentracidn de receptores, y no una reduccidn como la que
tenemos.

La localizacidén pre- y postsindptica de los distintos re-
ceptores, sugerida por estos resultados, estd en conformidad con
los datos descritos en la literatura. La localizacidén de los re-
ceptores a-adrenérgicos en la membrana presinaptica,proporciona
una hase estructural .para explicar la existencia del mecanismo de
retroalimentacién que regula la liberacidn de (BH)-norepinefrina,

como se observé en la estimulacién de cortes cerebrales (139-142)

o en los sinaptosomas aislados (157). U'Prichard y col. (169,170),

utilizaron.la inyeccidn intraventricular de 6-hidroxidopamina,

la cual destruye los terminales noradrenérgicos (232), en un in-
tento de determinar la localizacidn estructural de los receptores
a—adrenérgicos.'Encontraron un ligero aumento en la unidn de (3H)
-DHE y concluyeron que estdé;receptores eran total o parcialmen-
te postsindpticos. Este abordaje tiene el inconveniente de que
una reduccidn substancial de los receptores presindpticos,podria
ser enmascarada por un aumento en los receptores postsinapticos,

debido a la supersensibilidad por denervacidn.
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Existen evidencias indirectas de la localizacidn presindp
tica de los receptores opidceos derivadas de estudios farmacolé-
gicos. Montel y col. (¥55) observaron que la morfina y la naloxo
na podian afectar la liberacién dé noradrenalina de los cortes
cerebrales. Cuando se cortan las raices dorsales de ls médula eg
pinal, hay una reduccidn del 50% de la unidn de (BH)-naloxona en
los cuernos dorsales de la médula (233). Pollard y col. (234),
utilizando diversos métodos para destruir las fibras dopaminérgi_
cas que llegan al estriado, concluyeron que la principal funcidn
de las encefalinas podia ser intervenir en la inhibicidn presi-
niptica de los diferentes sistemas neuronales del sistema nervig
so central. La destruccidn de las neuronas noradrenérg}cas del

locus coeruleus produce un descenso significativo de la unidn de

(BH)-naloxoné en la corteza cerebral y en el cerebelo, lo que su
giere que los receptores opidceos estdn localizados en las termi
nales noradrenérgicas de estas regiones (156).

También se tienen evidencias de que el efecto inhibitorio
de los opiédceos se ejerce mediante una accidn postsindptica so-
bre los cuerpos celulares y las dendritas. Cuando los opiéceos
se aplican a las neuronass, éstas se hacen menos sensibles a la
accidén excitatoria de neurotransmisores tales como la acetilcoli
na o el glutamato (235). De acuerdo con Snyder y Simantov (236)
las neuronas encefalitogénicas pueden hacer sinapsis axo-axdnicas
que median la inhibicidn presinaptica en ciertas partes del cerg
bro, mientras que en otras regiones pueden hacer sinapsis axo-
dendriticas o axo-somdticas implicadas en la inhibicidn postsi-

naptica.
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Los receptores muscarinicos presinapticos pueden estar im
plicados en los mecanismos de,retroaiimentacién negativa de libe
racidén de acetilcolina en cé}tes cerebrales (144,1L5). Las drogas
. muscarinicas también inhibeﬁ la liberacidn de acetilcolins en el
hipocampo (166), aunque cuan@b se destruye las vias colinérgicas
que van del septum al hipocampo, no se obseva reduccién en el ng
mero de receptores muscariricos del hipocampo (167). Sin embargo,
en este Gltimo caso, la dené;vacién podria haber producido un au
mento de recptores postsinébgicos.

Nuestros resultados suéieren una localizacidén fundamental
mente postsindptica de los receptores nicotinicos en la corteza
cerebral. Recientemente, se ha postulado la existencia de recep-
tores nicotinicos presindpticos en el sistema nervioso central,
los cuales pueden estar implicados en la regulacidén de la libera
cién de catecolaminas (237,238). Esta aparente contradiccién pue
de deberse a que el numero de receptores nicotinicos presentes
en los terminales nerviosos sea mucho mds bajo que en la membra-
na postsindptica. De esta forma, al disolver la membrana presi-
naptica se elimina una cantidad muy pequefia de receptores en com
paracidén con otras proteinas, lo que da lugar a un aumento en el
nimero de receptores por unidad de proteina.

Aunque se ha postulado la existecia de una gran variedad
de receptores presindpticos (124,125), su significado fisiolégi-
co no estd bien esclarecido todavia (126). Una posible interpre-
tacidén de su papel fisildégico estd basada en el hecho de que la
regulacidén de la liberacidn es alta a bajas frecuencias de esti-

mulacidn, mientras que a altas frecuencias es menos significati-
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va. Por tanto, los estimulos fuertes, que generalmente tienen sig
nificado fisioldégico, no estdn sujetos a inhibicidn presindptica.
De acuerdo con ésto, un posible papel de los receptores presindp-
ticos es.eliminar la actividad no deseada producida por los esti-
mulos de baja frecuencia, mids que proteger la célula blanco de la
sobredosis de transmisor producida por los estimulos fuertes (126).

Los recptores presindpticos también pueden desempefiar un
papel muy importante en los mecanismos celulares y moleculares
del comportamiento. De esta manera, los estudios de Kandel en mo-
Tuscos (239) demuestran que los fendémenos de sensibilizacidén (au-
menlo de una respuesta ante un estimulo inocuo como resultado de
la presentacidén de un segundo estimulo nocivo} existe la interven
cidn de una neurona que, actuando presindpticamente, produce una
facilitacidén de la liberacién del neurotransmisor. Estos efectos
moduladores de la liberacién del neurotransmisor por mecanismos
presindpticos pueden tener una importancia transcendetital en los
en los fendmenos de aprendizaje, memoria y comportamieﬁto. Final-
mente, existe la posibilidad de que se produzcan cambios tanto en
la sensibilidad como en el numero de receptores presinipticos del
sistema nervioso central o periférico, en enfermedades como la hi
pertensién esencial, la esquizofrenia y la depresién (138).

La existencia de receptores presinipticos tiene ademés im-
portantes implicaciones en farmacologia y terapeutica, puesto que
existen drogas con mayor afinidad para los receptores presindpti-
cns que para los postsindpticos y viceversa(138,240). Consecuén-
temente, en el anidlisis de los efectos farmacoldgicos y terapel-

ticos de estas drogas, deben ser considerados sus efectos presi-
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niapticos y postsindpticos, ademds de su accidén agonista o antago

nista.

Proteccién del receptor muscarinico

Como se dijo anteriormente, el detergente no-idnico Tri-
ton X-100 inactiva al receptor muscarinico. Los resultados que
se muestran en la Fig. 17 indican que, segin la concentracidén de
detergente que se utilice, la inhibicidn puede ser reversible o
irreversible. Por ejemplec, con Triton X-100 107°% mis del 90% de
la inhibicidn puede fevertirse mediante lavados de las membranas.
Por el contrario, con Triton X-100 10"1%, sélamente el 15% de la
unién de (°H)-QNB puede recuperarse después de la eliminacién del
detergente.

Estos resultados demuestran que bajo la accidén de los de-
tergentes se produce una alteracidn del sitio receptor, y que tal
alteracién puede ser mds o menos permanente,bdependiendo de la
concentracidn inicial del detergente.

El posible mecanismo de la inhibicién por el Triton X-100
es desconocido. Una posibilidad podria ser una accidén del deter-
gente sobre los lipidos de la membrana. Como los lipidos pueden
modular la conformacidén de las proteinas de la membrana (228) y
el receptor muscarinico tiene requerimientos lipidicos para su ag
tividad (222), es posible que el Triton X-100 a baja concentra-
cidén desplace ciertos lipidos asociados con la proteina recepto-
ra, induciendo un cambio de conformacidén reversible. A concentra-
ciones altas, el detergente puede extraer estos lipidos e inducir

un cambio de conformacidn irreversible. Por otro lado, la unidn
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de los antagonistas muscarinicos tiene lugar parcialmente a una
zonakhidrofébica del receptor (241). Por tanto, es posible que
algunos lipidos formen parte del sitio receptor, y el desplaza-
miento o extraccidén de estos lipidospor el detergente, produzca
respectivamente una inactivacidn reversible o irreversible del
receptor. Por ultimo, también es posible que el detergente actue
directamente sobre la proteina receptora induciendo un cambio de
conformacidn reversible o irreversible.

E1l hecho de que el complejo ligando-receptor fuera esta-
ble a3 la accidn de los detergentes, nos indujo a pensar que la
uiiién de un ligando especifico podria proteger el receptor de la
accidén inhibitoria del detergente. A tal fin se realizaron los
experimentos que se muestran en la Fig 17 B y C.

La conclusidén mas importante que se deduce de estos expe-
rimentos es que el receptor puede ser protegido si estd ocupado
por un ligando especifico como la atropina. Furchgott propuso que
la sccidén inhibitoria que ejercia la dibenamina por unidn irrever
sible a los distintos receptores de misculo liso, era impedida
cuando los diversos ligandos se unian a sus correspondientes re-
ceptoreé. Posteriormente, la atropina fue utilizada por otros
autores para proteger al receptor muscarinico de misculo lisc de
la accidn de la dibenamina (175,176). Es interesante que esta re
gla general de la Farmacologia en tejido completo (174) es tam-
bién aplicable a la membrana a nivel molecular. Asi pues, cuando
la atropina se usa a la debida concentracidn, protege el sitio
receptor. Por otra parte, cuando se emplean concentraciones al-

tas de atropina, se tizne una inhibicidén residual del receptor
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que es parcialmente revertida por el Triton X-100 (Fig. 17 C).
En nuestros experimentos se.encontré que las demds drogas musca-
rinicas no son tan eficaqegfcomo la atropina en la proteccidn del
receptor muscarinico (Tabala IV), pero es interesante notar que
incluso el agente nicotinico dimetil-d-tubocurarina ejerce una
pequefia proteccidén del receptor muscarinico.

Como la atropina induce una isomerizacidén del receptor
(241,242), es posible que en este estado el receptor sea mis es-
table a la accidn del detergente. Esta mayor estabilidad podria
deberse a que la proteina receptora,isomerizada por el ligando,
interaccionara mis fuértemente con los lipidos asociados, y és-
tos no sean extraidos por el detergente. No obstante, estos ex-
perimentos no aclaran el mecanismo por el cual los ligandos pro-
tegen al receptor.

Los porcentajes de unidn de (BH)-QNB a las membranas pro-
tegidas con atropina y luego tratadas con concentaciones crecien
tes de Triton X-100, coinciden con los obtenidos cuando las mem-
branas previamente marcadas con (3H)~QNB, se sometieron al mismc
tratamiento con detergente. Por tanto, estos resultados apoyan
las conclusiones anteriores sobre la localizacidén pre- y postsi-
naptica del receptor muscarinico.

Mediante la proteccidn del receptor muscarinico con atro-

‘pina, es ahora posible disolver la membrana presinaptica con de-
tergente y,posteriormente, llevar a cabo estudios de unidn de
drecegas a los sitios postsindptices.

La proteccién del receptor muscarinico de la accidén dele-

terea de los detergentes, sugiere que otros receptores sensibles
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a los detergentes pueden también ser protegidos. Por otra parte,
la proteccidn podria ser util para solubilizar el receptor en
forma activa, lo que permitiria purificarlo como una macromolé-

cula bien definida.

5. Accidén de los anestésicos locales sobre los receptores
muscarinicos centrales

Los resultados descritos en el capitulo antericr demues-
tran que los anestésicos locales procaina, tetracaina y dibuca-
ina, y también los agentes bloqueantes adrenérgicos fentolamina
y propranolol, cuando se utilizan en concentraciones micromola-
res,producen una inhibicidén de la unidén de (3H)-QNB a las membra
nas sinaptosomales. Esta inhibicidn es mas efectiva con procai-
na (K;=9 uM) y menor con el propranolel (K;= 80 uM) (Tabla V).
La inhibicidén producida por estas drogas sobre la unidn de (BH)-
QNB es reversible y puede eliminarse mediante lavados. Ademés
los anestésicos no extraen proteinas de las membranas (Tabla
VIII).

La inhibicidn de los receptores centrales por los anesté-
sicos ha sido observada en el caso del receptor opidceo (189,
190) el a-adrenérgico (191) y el muscarinico (191). E1 hecho de
que los anestésicos locales inhiban tal variedad de receptores
sugiere que su efecto no es estrictamente especifico. Los anes-
tésicos locales probablemente inhiben diversos neurorreceptores
asi. como los canales idnicos del axdn nervioso y del musculo.

Nuestros estudios sobre las caracteristicas de la unidn

de (PH)-QNB a distintas concentraciones de procaina y proprano-
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lol (Fig. 20 y Tabla VI) aclaran algunas contradicciones de la 1i
teratura. Por ejemplo, la procaina 10 MM produce un incremento en
la K4 pero la Bmax no varia con respecto al control. Con sélo es-
te experimento se podria concluir que la inhibicidn es de tipo
competitivo, como lo describen Fairhurst y col. (191) para la li-
docaina y la tetracaina. Sin embargo, con procaina 100 UM hay un
mayor incremento en la Kd y una gran reduccidn en la Bmax‘ Esto
sugiere que la inhibicidn es no-competitiva como lo sefialan Bur-
germeister y col. (193). Nuestros resultados estdn también de
scuerdo con los de Feinstein y Paimre (245), quienes encontraron
que la tetracaina 10 M iﬁhibe la respuesta muscarinica del mus-
culo del ileo al carbacol de una forma competitiva. En cambio,a
altas concentraciones de tetracaina,la inhibicidn se presnta co-
mo no competitiva. Con procaina 0.1 pM y propranolol 10 uM hay

un agumento en la Bm lo que sugiere que, ,a pesar de la afinidad

ax’
mas baja, se descubren nuevos sitios de unidn de (BH)-QNB.

Las representaciones logit-log de la accidén de las distin-
tas drogas sobre la unidén de (BH)-QNB (Fig. 19) y los nimeros de
Hill para las distintas concentraciones de procaina y propranolol
(Tabla VI) sugieren que los sitios de unidén de los anestésicos lo
cales y de la (BH)-QNB son independientes, puesto que no presen-
tan cooperatividad.

La accidén de los anestésicos locales puede ser contrarres-

; @A?LUQ.. ‘
tada por el ca?t (169), y se ha postulado que estas drogas dggzgjx’qp

2+ . .
plazan el Ca™ unido a las cargas negativas de la membrana.
nuestras condiciones experimentales, se observa que el Ca

produce sdlo una ligera disminucidn de la unidn de (BH)—QNB a las
° BIRLIOTESA
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membranas. Este resultado estid de acuerdo con el descrito por
Aronstam y col. (222), pero difiere del obtenido por Hedlum y
Bartfai (246), quienes encuentran un aumento en la unién de (3H)-
QNB en presencia de Ca2*. Sin embargo, estos autores utilizan un
tampén de incubacidén distinto, lo que podria explicar las diver-
gencias. Cuando el ca®*se adiciona a la procaina (Tabla VII), se
produce un ligero incremento en la inhibicidn de la unidn de (BH)-
QNB, lo que esti de acuerdo con los resultédos previos de Fair-
hurst y col. (191). En nuestras condiciones experimentales, tan-
tn el Ca2+como el Mg2+no tienen ningin efecto significativo so-
bre la accidén de los anesté;icos en el receptor muscarinico.

Mis relacionados con el mecanismo de accidén de los anesté-
sicos locales son los experimentos de proteccidn contra la accidn
* deleterea del Triton X-100. Como hemos mencionado anteriormente,
los agentes muscarinicos agonistas y antagonistas, especialmente
la atropina, son capaces de proteger el receptor muscarinico de
la accién del detergente. El tratamiento de las membranas sinapto
somales con Triton X-100 Ql-0.2% extrae algunas proteinas (Tabla
IT), disuelve la membrana presindptica y bloquea irreversiblemen
te la unidn de (BH)-QNB. Si se adiciona atropina 2.5 EM a3 las
membranas antes del tratamiento con el detergente, el receptor
muscarinico es protegido (Fig. 17). Estos resultados sugieren que
la unidn especifica de un ligando al receptor impide el cambio
irreversible producido por el detergente. Si los anestésicos loca
les se unieran al receptor, se podria esperar cierto grado de pro
teccidn contra el efecto del Triton X-100. Los resultados obteni-

dos, por el contrario, muestran que no hay proteccidn, ¥y que en
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Adlgunos casos, los anestésicos pueden incluso aumentar la inhibi-
cién causada por el Triton X-100 (Fig. 21). Estos resultados su-
gieren que los anestésicos locales se unen probablemente a un si-
tio accesorio de la membrana y no al sitio receptor propiamente
dicho. Por tanto, estas drogas tendrian una interaccidén de tipo
alostérico con el receptor, induciendo una inhibicidén de la unidn
especifica del ligando.

El estado funcional de la membranas depende de las relacio-
nes mutuas entre sus distintos componentes. En términos generales,
las proteinas tiendeﬁ a producir una inmovilizacidén de los lipi-
dos de la bicapa (246) y, reciprocamente, los lipidoé modulan la
conformacién y el estado funcional de las proteinas (227). Recien
temente se ha comprobado que ciertos anestésicos producen una flui
dificacidén de la regidén interna (hidrofdébica) de las membranas si
naptosomales, sin inducir apenas fluidez en la regidn superficial
de las mismas (247). Este efecto es mayor en las membranas sinap-
tcsomales que en los liposomas formados a partir de los lipidos
eitraidos de ellas. Por otra parte, la expansién producida por
los anestésicos en las membranas celulares es mucho mayor que la
que producen en los liposomas (248). Todas estas observaciones
sugieren que los anestésicos pueden reducir las interacciones de
los lipidos con las zonas hidrofébicas de las proteinas (247).

La observacidén de la estructura quimica de la QNB muestra
que, como en el caso de otros antagonistas muscarinicos, tiene
una parte estedrica y una parte catidnica similares a la acetilco
lina, pero también tiene residuos aromiticos que pueden interac-

cionar con zonas hidrofdbicas del receptor y de sus lipidos aso-
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ciados (110,241). También se ha demostrado que el tratamiento de
las membranas con fosfolipasa A inactiva el receptor muscarinico
(222), lo que sugiere que los lipidos participan en la actividad
de este receptor. Parece probable que los anestésicos locales al
interaccionar con las proteinas y los lipidos de la membrana,
pueden modificar las interacciones hidrofdébicas entre los li~-
gandos y el receptor,modificando su afinidad. No obstante, debe
considerarse que los énestésicos locales son activos en forma pro
tonada y podrian también alterar las interacciones idnicas entre
¢l receptor y el ligando (191).

En la accidn de los anestésicos locales sobre el receptor
nicotinico parece que estd involucrado el ionéforo o canal iéni-
co asociado. De hecho, la accidén de estas drogas es similar a lsa
producida por la dihidrohistrionicotoxina (HZHTX),que EQ un blo-
queante especifico del canal nicotinico (250}. Se encoétré que
la HZHTX y la tetracaina tienen un efecto inhibitorio similar so
bre la unidn de (BH)-escopolamina al receptor muscarinico (193).
Por otra parte, el metoxiverapamil, que inhibe el flujo de cal-
cio a través de la membrana, también inhibe la unidn de (BH)—QNB
a las membranas del sistema nervioso central {191). Todas estas
observaciones sugieren que un posible mecanismo de accidén de los
anestésicos sobre el receptor muscarinico, es que interaccionen
con los canales icnicos asociados a este receptor.

La obsevacidén de que el propranolol y la fentolamina, a
concentraciones que tienen efecto anestésico definido sobre la
membrana, inhiben la unidn de (BH)—QNB, sugiere que deben tener-

se ciertas precauciones en las investigaciones sobre la accidn
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de estas drogas (112). Los ligandos que actian especificamente sg
bre los neurorreceptores, en general, ejercen su accidén con alta
afinidad a bajas concentraciones. La misma droga a altas concen--
traciones puede actuar como anestésico y producir efectos total-
mente diferentes. Por ejemplo, la fentolamina que bloquea los re-
ceptores a-adrenérgicos con una K;=16 nM (Tabla I), puede inhi-
bir los receptores muscarinicos pero a una concentracidn mucho
mayor, K;=10 pM (Tabla V).

En resumen, varios hechos observados sugieren que los anes .
tésicos locales pueden actuar sobre sitios de la membrana distin
tos de los receptores. Los siguientes resultados estan a favor
de tal interpretacidn:

1) No hay cooperatividad entre los sitios de unidn de los
anestésicos y los sitios receptores.

2) La inhibicién causada por los anestésicos sobre los si-
tios de unidn de la (BH)-QNB varia con la concentracién, pudien-
do aparecer competitiva a baja concentracidn y no-competitiva a
altas concentraciones.

3) Los anestésicos no protegen los sitios de unidn musca-
rinicos de la inactivacidn producida por el Triton X-100. También
apoya esta interpretacidén el hecho de que los anestésicos locales

pu®den inhibir una gran variedad de receptores y canales idnicos.
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La presente tesis ha tenido como objetivo el estudio de di
versas propiedades de los neurorreceptores centrales. Estos estu-
dios han comprendido la determinacidén de las propiedades de unidn
de ligandos a los neurorreceptores de las membranas sinaptosoma-
les, la localizacidén de estos neurorreceptores con respecto a la
hendidura sindptica, las alteraciones que en ellos producen cier-
tos agentes perturbantes de la membrana (como detergentes y anes-
tésicos) y la posibilidad de protegerlos contra la accidn de es-
tos ageﬁtes mediante la unién de ligandos especificos.

De lo expuesto en los capitulos anteriores se puede extraer

las siguien®s conclusiones:

A. Especificidad de la unidn de ligandos a 1los neurorre-
ceptores las_membr sinaptosomales ntrales

Al. La (BH)—DHE, antagonista utilizado en el estudio de
los receptores a-adrenérgicos, se une especificamente a las mem-
branas sinaptosomales de los ganglios basales del cerebro de ga-
to. La curva de saturacidén es hiperbdlica y alcanza una meseta
entre las concentraciones 4 y 6 nM de (BH)-DHE. La representacidn
de Scatchard de 1a unidn especifica, una recta uUnica, indica que
hay un sélo tipo de sitios de unidn para esta droga a las concen
traciones empleadas. El coeficiente de Hill es 0.95, lo que sugie

re que no hay cooperatividad entre los sitios de unidn de esta

droga a los receptcres a-adrenérgicos.

A2. La unidn de (3H)—DHE a las membranas de los ganglios

basales tiene una Kd: 3.? nM (intermedis entre corteza cerebral

i
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y cerebelosa), y una B =1 nmol/g de proteinas,que es diez ve-

max
ces superior a la obtenida por otros autores en homogeneizados
totales de cerebro. Esto indica que durante la preparacidn de
las membranas sinaptosomales hay un cierto grado de purificacidn

del receptor a-adrenérgico.

A3. La (BH)—DHE es fuértemente desplazada por agentes a-
adrenérgicos y, en mucho menor grado, por otras drogas. De ello
se deduce que la (BH)-DHE se une esencialmente a los receptores
u- ndrenérgicos en el rango de concentfacién utilizado en nues-

tros experimentos. -

AL. La unién especifica de (BH)—naloxona, utilizada para
marcar los receptores opidceos de las membranas sinaptosomales,
alcanza una meseta entre 8 y 10 nM, y una segunda meseta entre
32 y 40 nM. La representacidn de Scatchard corrobora la presencia
de dos sitios distintos de unidén (uno de alta y otro de baja afi

nidad) en las membranas sinaptosomales.

A5. E1 sitio de alta afinidad de la (°H)-naloxona tiene
una Kd=3.7 nM y una Bmax=79 pmol/g de proteinas. El sitio de ba-
ja afinidad tiene Kd:35 nM y Bmax =224 pmol/g de prote?pas. En
ambos casos se obtuvo una auemnto en el numero de sitiég recep-
_tores en relacidén al homogeneizado total de cerebro, 16"que in-
dica que hay cierta purificacién de los receptores opidceos du-

rante la preparacidén de las membranas sinaptosomales. Los coefi-

cientes de Hill para ambos sitios son préximos a la unidad, por
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tanto, no hay cooperatividad de la unidn en ambos sitios recep-

tores.

A6. La unidén especifica de (BH)-QNB a los receptores mug
carinicos de las membranas sinaptésomales de la corteza cerebral
de gato, presenta una curva de saturacidén hiperbdlica tanto en
las membranas sinaptosomales crudas, como en las purificadas me
diante un gradiente de sacarosa. En ambos casos la saturacién
se alcanza a una concentracidn de (BH)-QNB entre 0.8 y 1.0 nM.
Las representaciones de Scatchard son lineares y los coeficien-
tes de Hill préximos a la unidad para las dos clases de membras=
nas, indicando que sélo hay un tipo de sitios de unidn e inde-

pendientes para la unidén de (°H)-QNB.

A7. La unidn de (BH)-QNB a las membranas sinaptosomales
Mrudas tiene una Kd:0.25 nM, y una Kd=0.35 nM en las membranas
purificadas por gradiente de sacarosa. La Bmax en las membranas
sinaptosomales purificadas es mucho mds alta que en las crudas

debido a la mayor concentracidén de receptores muscarinicos.

B. Efecto de los detergentes sobre la unidn especifica

de los ligandos a los neurgrreceptores

Bl. Los detergentes modifican endérmemente la unidén de la
(BH)-DHE a las membranas sinaptosomales. El Triton X-100 produ-
ce inhibicidén de la unidn especifica aun a concentraciones muy
bajas. Otros detergentes pueden producir estimulacidn de 1la unidn

cuando se emplean a bajas concentraciones. Las estimulaciones
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mas altas se alcanzan con deoxicolato y digitonina, ambos a la

concentracidn de lo—h%. Todos los detergentes utilizados (Triton
¥-100. Nonidet P-40, desoxicolato y digitonina) inhiben a concen
traciones que producen solubilizacién de la membrana presindpti-

ca.

B2. La unidn especifica de la (BH)-naloxona también es
afectada por los detergentes. En general, todos ellos producen
inhibicidn, pero el Nonidet P-40 y la digitonina a la concentra-
cidn de lO—h% producer. una estimulacidén de la unién. Como en el
caso de la (BH)—DHE, todos los detergentes estudiados producen
inhibicidén de la unidn de (BH)—naloxona a concentraciones que di

suelven la membrana presindptica.

B3. El1 Triton X¥-100 produce una inhibicidén de la unidn de
(PH)-QNB a las membraras a concentraciones por encima de 10734%.
Esta inhibicidn es total a la concentracién de lO'Z%, la cual no

disuelve proteinas de la membrana.

B.4. Aunque el Triton X-100 produce inhibicién de la unidn
de los ligandos a los distintos receptores, no favorece la diso_
ciacidén de los complejos ligando-receptor, después de que éstos

se hayan formado.

C. Localizacidn de los neurorreceptores en las

membranas sinaptosomales

Cl. El tratamiento de las membranas sinaptosomales con
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Triton X-100 0.1-0.2% produce la desintegracidén de la membrana
presindptica y deja intacta la postsindptica, como fue demostra-

do al microscopio electrdnico por De Robertis y col. (172).

C2. El mismo tratamiento cuando se aplica a las membranas
sinaptosomales marcadas con drogas radioactivas da lugar a una
reduccién de la radioactividad especifica en el caso de la unidn
de (BH)—DHE, (3H)-naloxona y (BH)-QNB, las cuales se unen respec
tivamente a los receptores a-adrenérgicos, opidceos y muscarini-
cos. En el caso de la (th)-DWTC, que se une a los receptores ni

cotinicos, se produce un incremento de la unién especifica des-

pués del tratamiento con Triton X-100. Estos resultados sugieren-

que los receptores a-adrenérgicos, opidceos ¥y muscarinicos estén
localizados pre- y postsindpticamente, mientras que los nicotini
cos estan localizados fundamentalmente en la membrana postsindp-

tica.

C3. El tratamiento con Triton X-100 0.5%, que disuelve
también la membrana postsindptica, produce una reduccién de la
unidén especifica de todas las drogas radioactivas utilizadas, in

cluyendo 1la (14C)-DMTC.

C4. Estos resultados aportan una evidencia bioquimica de
la localizacidn presinidptica de los receptores a-adrenérgicos,
opiaceos y muscarinicos, que hab®s sido propuesta para explicar
los mecanismos de retroalimentacidn en la regulacidn de la libe-

racidén de neurotransmisores.
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D. Proteccidn del receptor muscarinico

- D1. E1 tratamiento con Triton X-100 0.01% produce una in-
hibicidén reversible de la unidn de (BH)-QNB a las membrenas si-
naptosomales, mientras que a concentraciones mayores de 0.1% pro-

duce una inhibicidn irreversible.

D2. E1 receptor puede ser protegido de la accidn deleterea
del detergente mediante la preincubacidn de las membranas con

una concentracidén adecuada de atropina.

D3. Los porcentajes de unidn de (BH)~QNB que se obtienen
cuando las membranas protegidas con atropina 2.5 MM son tratadas
con concentraciones crecientes de Triton X-100, son muy simila-
res a los recuperados cuando se trata con las mismas concentra-
ciones de detergente las membranas previamente marcadas con (BH)-
QNB. De esta forma se confirma la localizacidn pre- y postsindpti

ca de los receptores muscarinicos.

Di. Cusndo se preincuba las membranas con atropina 10 MM,
después de los lavados queda una inhibicidén residual de la unidn
de (BH)-QNB. Esta inhibicién puede ser parcialmente revertida si

se trata las membranas con Triton X-100 0.1-0.2%.

D5. La proteccidén producida por otras drogas colinérgicas
no es tan efectiva como la producida por la atropina,pero inclu-
so el ligando nicotinico dimetil-d-tubocurarina produce cierto

grado de proteccidn. ,
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E. Efecto de los anestésicos locales gobre el
receptor muscarinico

El. Los recdptﬁres muscarinicos centrales pueden ser inhi-
bidos por diversas drogas que producen anestesia local. En esta
inhibicidn la Ki,se halla en el rango micromolar y no existe coo-
peratividad entre los sitios de unidn de los anestésicos y los de
la droga muscarinica (BH)—QNB, como se demuestra por la represen-
tacién logit-log de las curvas de inhibicidn y por la representa-
cign de Hill de las curvas de saturacidn de la (PH)-QNB en presen

cin de anestésico.

E2. La inhibicidn producida por los anestésicos aparece co
mo competitiva cuando se utilizan a a concentraciones préximas a

la K.

4» ¥ como no-competitiva cuando éstos se hallan presentes a

concentraciones mayores.

E3. Los anestésicos locales pueden alterar tanto la constan
te de disociacidén como el numero méximo de sitios de unidn de la

(°H)-QNB.

EL. Los cationes divalentes Ca2+ y Mg2+ producen una lige-
ra inhibicidn de 1la unidn de (BH)-QNB ¥y no contrarrestan la inhi-

bicidén producida por los anestésicos.

E5. La inhibicidén producida por los anestésicos locales
sobre el receptor muscarinico es reversible, puesto que desapare-

ce cuando se elimina el anestésico.
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E6. A diferencia de las drogas colinérgicas, los anestési-
cos no protegen el receptor muscarinico de la accidn deleteres
del Triton X-100. Por el contrario, en presencia de algunos de
ellos, el detergente produce incluso una inactivacidn mayor. Esta
observacidn, junto con otros datos de la literatura, sugiere que,
en el caso del receptor muscarinico, los anestésicos no interac-
cionan directamente con el sitio receptor donde se fijan los li-

gandos especificos.
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ABREVIATURAS

(3H)-DHE: dihidroergocriptina tritiada.

(PH)-QNB: bencilato de quinuclidina tritiado.

(*4c)-DMTC: dimetil-d-tubocurarina.

Triton X-100 (detergente comercial): eter de polioxietileno.

Nonidet P-40 (detergente comercial): octilfenol nonaoxieti-

leno.
DOC: desoxicolato sddico.
Kd: constante de disociacidn.
Bmax: numero mdximo de sitios de unién.

NH: coeficiente de Hill.
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