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ABREVIATURAS

AA ... Aminoé&cidos.

AcCo......... Acetilcolina.

Al Amplitud del componente lento.

Ao Amplitud del componente rapido.

5HT ... ... . Serotonina o 5~hidroxitriptamina.

DA ... Dopamina.

Da. ... Daltones.

Df................ Fraccion de la corriente que disminuyé al final de la aplicacion
del compuesto, con respecto a la corriente maxima.

DPC ... .. Dietylpirocarbonato.

I-AcCo......... Corriente inducidapor acetilcolina.

INC............ Inhibidores no competitivos.

lo.............. Componente asintotico.

ISRM..... .. . Inhibidores del sistema de recaptura de monoaminas.

ISRS.. ... . Inhibidores del sistema de recaptura de serotonina.

MAQO.. ... .. Monoaminooxidasa.

mv.. ... miliVolts.

mM...... milimolar.

PA....... micro Amperios.

M. micromolar.

nA ... nanoAmperios.

NA ... Noradrenalina.

nM.. nanomolar.

PA ... pico Amperios.

pS... picoSiemens.

R-nic........... Receptores nicotinicos.

SNC...... ... Sistemanervioso central.

SNP........... Sistema nervioso periférico.

TL. Constante de tiempo lenta. ]

Te Constante de tiempo répida.

vm... voltaje de membrana.



ABSTRACT

This study was made to evallate the effects of several monoamine-uptake
inhibitors (ISRM) on membrane currents elicited by acetylcholine (I—AcCo)
generated by rat neuronal a2|34, mouse muscle and Torpedo nicotinic
acetylcholine receptors (R-nic) expressed in Xenopus laevis oocytes. For the
three subtypes of receptors the ISRM reduced the I-AcCo abeit to different
degrees. The order of inhibitory was norfluoxetine > clomipramine >
indatraline > fluoxetine > imipramine > zimelidine > 6-nitro-quipazine >
trazodone for neuronal a2p4, norfluoxetine > fluoxetine > imipramine >
clomipramine > indatraline > zimelidine > trazodone > 6-nitro-quipazine for
mouse muscle and imipramine > fluoxetine > clomipramine > indatraline >
zimelidine > 6-nitro-quipazine > trazodone for Torpedo. Thus, the most potent
inhibitors were norfluoxetine (neuronal a2(34 and mouse muscle) and
imipramine {Torpedo) whilst the weakest ones were trazodone, 6-nitro-
quipazine and zimelidine. Effects of imipramine and clomipramine were
studied in more detail. Imipramine inhibited reversibly and non-competitively
the 1-AcCo with a different inhibiting potency for three R-nic subtypes. The
half-inhibitory concentrations (ICs) of imipramine were'3.65 + 0.30 uM for
neuronal a2[34, 557 + 0.19 uM for mouse muscle and 0.66 + 0.10 uM for
Torpedo. The corresponding Hill coefficients (nH) were 0.73, 12 and 0.86
respectively. The inhibition of imipramine was dlightly voltage-dependent,



with electric distances of ~ 0.10 and ~ 0.12 for neuronal cc2p4 and mouse
muscle R-nic respectively. Moreover, imipramine accelerated the decay of |-
AcCo of both muscle and neuronal a2p4 receptors. The AcCo-current
inhibition was stronger when oocytes, expressing neuronal a2(34 and mouse
muscle, were preincubated with imipramine alone than when it was coapplied
with AcCo, suggesting that imipramine acts also on non-activated or closed R-
nic. In the other hand, the effects of the clomipramine on [-AcCo only were
studied in Xenopus laevis oocytes expressing neuronal a2p4. Clomipramine
inhibited I-AcCo rapidly and reversibly, with a similar 1Cso when oocytes were
preincubated with clomipramine (1.26 + 023 uM) or when they were
coapplied with AcCo (1.53 + 0.32 'uM), the nH were 0.86 y 0.78 respectively.
These results suggest that clomipramine interacts with R-nic at a single site
and it is requiered that the channel is open. The inhibitory effect of
clomipramine was weakly voltage-dependent with an electric distance of ~
0.14. Moreover, clomipramine accelarated the decay of AcCo-currents. From
al this, I conclude that ISRM tested here reduce I-AcCo, that imipramine
regulates reversibly and non-competitively neuronal a2(34 and mouse muscle
through similar mechanisms, perhaps by interacting externally on a non-
conducting state of the R-nic and by blocking the open receptor-channel
complex ciése to the vestibule of the channel. Moreover, clomipramine
reversibly and non-competitive regulates neuronal a2p4 by blocking the open
receptor channel complex at a site cidse to the extracellular vestibule of the
channel. Finally, the electric distance for imipramine and clomipramine were
similar, suggesting that both drugs interact at the same or closely related site

of neuronal a2p4 receptors.



RESUMEN

Este estudio se realizé para evaluar los efectos de varios inhibidores del

sistema de recaptura de monoaminas (ISRM) sobre las corrientes de
membrana inducidas por acetilcolina (I-AcCo) y generadas por |os receptores
nicotinicos (R-nic) neuronales a2(34 de rata, musculares de ratén y del 6rgano
eléctrico de la raya Torpedo californica, expresados en ovocitos de Xenopus
laevis. En los tres subtipos de R-nic, los ISRM reducen la I-AcCo en

diferentes grados. El orden de inhibicion fue: norfluoxetina > clorimipramina
> indatralina > fluoxetina > imipramina > zimelidina > 6-nitro-quipazina >

trazodona para los neuronales oc2p4, norfluoxetina > fluoxetina > imipramina
> clorimipramina > indatralina > zimelidina > trazodona > 6-nitro-quipazina
para los musculares de raton, e imipramina > fluoxetina > clorimipramina >

indatralina > zimelidina > 6-nitro-quipazina > trazodona para los del 6rgano
eléctrico del Torpedo. De esta forma, los inhibidores mas potentes fueron Ia.
norfluoxetina (neuronales a2p4 y musculares de ratdn) y la imipramina
{Torpedo), mientras los menos potentes fueron la trazodona, 6-nitro-quipazina
y la zimelidina. Los efectos de la imipramina y de la clo.rimipramina se
estudiaron con mayor detalle. Laimipraminainhibe de forma no competitivay
reversiblemente la 1-AcCo con una potencia de inhibicion diferente en los
distintos R-nic. La concentracion de imipramina que inhibe la mitad de la
respuesta maxima de AcCo (ICs) fue de 3.65 + 0.30 jiM paralos neuronales
a2p4, 557 + 0.19 JIM paralos musculares de ratén y 0.66 + 0.10 \xM para los
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de Torpedo. El coeficiente de Hill (nH) nie de 0.73, 12 y 0.86
respectivamente, sugiriendo un sitio de union de la imipramina con los
diferentes R-nic. La inhibicion de la imi pramina fue ligeramente dependiente
del voltaje, con una distancia eléctricade ~ 0.10 y ~ 0.12 para los neuronales
az2p4 y musculares de raton, respectivamente. Ademés, la imipramina acelera
el decaimiento de lal-AcCo en ambos subtipos de receptores. Lainhibicion de
la I-AcCo fue mas potente en ambos receptores cuando los ovocitos fueron
preincubados con imipramina sola, que cuando ésta se aplicd después de que
la1-AcCo se generd, sugiriendo que la imipramina también actla en R-nic no
activados o cerrados. Por otra parte, se estudiaron los efectos de la
clorimipramina sobre las I-AcCo en los R-nic neuronales a2p4. La
clorimipramina inhibe la [-AcCo de forma no competitivay reversiblemente,
con una ICs; similar cuando los ovocitos fueron preincubados con
clorimipramina (1.26 + 0.23 uM) o cuando ésta fue coaplicada con AcCo
(1.53 + 0.32 jaM), lo cua sugiere que la clorimipramina interactia solo
cuando e cana esta abierto. Los nH fueron 0.86 y 0.78, respectivamente,
indicando que la clorimipramina interacttia con los R-nic neuronales oc2p4 en
un solo sitio. El efecto inhibitorio de la clorimipramina fue ligeramente
- dependiente del voltgje con una distancia eléctrica de ~ 0.14. Ademas, la
clorimipramina también acelera el deéai miento de la I-AcCo. Por todo esto,
concluyo que los ISRM probados en este estudio reducen la I-AcCo; que la
imipramina regula de forma reversible y no competitivamente a los R-nic
neuronales a2p4 y musculares de raton através de un mecanismo similar, por
el cua bloquean e canal abierto del receptor en un sitio cercano a vestibulo y

quizés, también, al interactuar externamente en el receptor en estado cerrado o



no conductor. Ademas, la cIorimipramiha también regula reversible y no
competitivamente a los R-nic neuronales ct2p4 a bloquear € complgo
receptor-canal en estado abierto, en un sitio cercano a vestibulo extracelular
del canal. Finalmente, tanto laimipramina como la clorimipraminainteractian

con los R-nic neuronales a2p4 en el mismo sitio 0 en sitios muy cercanos.
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INTRODUCCION

El sistema nervioso central (SNC) participa en un gran nimero de funciones,
desde la regulacion del medio interno hasta la integracion de respuestas
complgas a las condiciones del mundo que nos rodea. El correcto desarrollo
de procesos mentales tan complejos como la percepcion, € conocimiento, €
juicio, etc., precisan necesariamente que eventos a nivel celular y molecular,
como la transmisién sindptica, se lleven a cabo de un modo exacto y
sincronizado, y se ha propuesto que algunos trastornos mentales pueden
generarse por procesos quimicos andmalos en las sinapsis neuronales.

Desde hace cuatro décadas, |a busqueda de las bases neurobiol 6gicas de la
depresion ha estado sustentada parcialmente en evidencias farmacoldgicas, es
decir, en el mecanismo de accion de algunos medicamentos. En las neuronas
del SNC, la mayoria de los farmacos antidepresivos tienen accion inhibitoria
sobre el metabolismo o la recaptura de las monoaminas noradrenalina (NA) y
serotonina (5-HT) y, en menor grado, en la dopamina (DA). Estos efectos
agudos apoyaron fuertemente las diversas hipotesis bioquimicas que sefial aban
gue la disminucion de alguno de los neurotransmisores antedichos estaba
intimamente relacionada con la aparicion de la depresion. Las hipdtesis acerca
de la etiologia de la depresion han evolucionado, y en la actualidad se centran
en alteraciones intracelulares y estan vinculadas con los efectos cronicos de

los antidepresivos. Sin embargo, aln se desconocen |os mecanismos celulares



y moleculares exactos por los cuales estos farmacos producen sus efectos
terapéuticos.

- Lamayoria de los antidepresivos que inhiben los sistemas de recaptura de
monoaminas también inhiben diversos receptores a neurotransmisores, tales
como |os receptores histaminérgicos (Hj), dopaminérgicos (D), adrenérgicos
(ai), serotoninérgicos (5-HT,A) Yy muscarinicos. Se ha propuesto que la
interaccion entre estos receptores y los antidepresivos pueden causar algunos
efectos tanto terapéuticos como secundarios no deseables.

Por otra parte, la interaccion de los antidepresivos que inhiben € sistema
de recaptura de monoaminas con |os receptores nicotinicos de acetilcolina, en
particular los presentes en el sistema nervioso, ha sido muy poco estudiada.
Ello se ha debido, por un lado, a que la caracterizacion de estos receptores es
reciente y complga, y por otro, a que su papel funcional apenas comienza a
conocerse. Sin embargo, existen evidencias a favor de la participacion de los
receptores nicotinicos de acetilcolina en la depresiéon y de la interaccion de
algunos antidepresivos con receptores nicotinicos. En este trabago se estudio €
efecto de ocho inhibidores de la recaptura de monoaminas (trazodona,
zimelidina,  6-nitro-quipazina, indatralina, fluoxetina,  norfluoxetina,
clorimipramina e imipramina) sobre receptores nicotinicos de acetilcolina del
organo eléctrico de la raya Torpedo californica, de los subtipos muscular y
neuronal a2p4 expresados en ovocitos de Xenopus laevis. Ademés, se
realizaron experimentos més detallados para conocer el mecanismo de accién

de laimipraminay la clorimipramina en estos receptores.



ANTECEDENTES
Depresion

Los trastornos del animo generalmente son conocidos como desOrdenes
afectivos o del @animo, y debido a que presentan una serie de sintomas de
naturaleza heterogénea, actualmente se les considera sindromes. Los
desbrdenes afectivos incluyen la depresién y la mania, las cuales son
concebidas como polos opuestos en e espectro afectivo. Un enfermo puede
padecer depresion (desorden unipolar) o mania, o bien, presentar ambos, en
Cuyo caso se le conoce como desorden bipolar [Stahl, 2000].

En & sindrome depresivo las manifestaciones clinicas mas comunes son:
el abatimiento persistente del animo; trastornos del apetito, que pueden
resultar en pérdida o ganancia de peso corporal; trastornos de suefio (insomnio
0 hipersomia); trastornos péi comotores (hiperquinesia o bradicinesia); fatigay
pérdida de la energia; pérdida de la capacidad de atenci én'; apatiay pérdida de
interés hacia toda actividad; sentimientos de autodevaluacion personal y'
frecuentemente un componente de angustia severa y sintomas tales como
temores irracionales, hipocondriasis, pensamientos obsesivos e ideacion
suicida [Gelder et al, 1996; Salin Pascual, 1997; De laFuente, 1998].

Los desordenes afectivos han sido clasificados en muy diversas formas.
Sin embargo, las clasificaciones mas aceptadas son aguellas propuestas por la

American Psychiatric Association en su Diagnostic and Satistical Manual of
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Mental Disorders (4% ed, conocida como DSM-1V) y por la publicacién
editada por un comité internacional, The International Clasification ofDisease
(10° ed., conocida como ICD-10) [Gelder et al, 1996; Stahl, 2000]. En tales
clasificaciones e sindrome depresivo es subdivido de acuerdo con criterios de .
utilidad clinica, como la severidad, si présenta 0 No mania, u otros sintomas
psigiuiatricos, como neurosis, etc. Para los propdsitos de este trabgjo se
utilizara ssmplemente e término depresion para denotar al sindrome de
desorden depresivo.

A través del tiempo, ha habido diferentes aproximaciones para conocer la
etiologia de la depresiéon, entre las que se incluyen factores genéticos,
ambientales vy neurobiolég'icos. Sin embargo, todavia no se identifica
plenamente la o |as causas de este trastorno [Gelder et a/., 1996; Stahl, 2000].

La primera hipétesis acerca de la etiol ogia neurobiol gica de la depresion,
"la hipotesis de las catecolaminas®, propuesta por Schildkraut y por Bunney y
Davis en 1965 (Vetulani y Nalepa, 2000), afirmaba que a menos algunas
formas de depresion se asociaban con una reduccion en la disponibilidad de
catecolaminas, principalmente noradrenalina (NA), y que la mania se
relacionaba con € aumento de ésta [Salin Pascual, 1997; De laFuente, 1998].

Las evidencias en que se apoya esta hipotesis son farmacoldgicas, y
consisten en la observacion de que ciertos farmacos (metildopa y reserpina)
que disminuyen los niveles de NA pueden inducir depresion en agunas
personas. Ademas, los antidepresivos conocidos en esa época (triciclicos e
inhibidores de la enzima monoaminooxidasa, MAOQO) tenian efectos
farmacol0gicos que estimulaban € aumento de ese neurotransmisor. Asi, la

idea central de esta hipotesis es que la cantidad "normal™ del neurotransmisor
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se encuentra disminuida por un proceso desconocido, y que tal disminucion
conduce ala depresion [Stahl, 2000].

Por dtra parte, la cuantificacion de catabolitos de NA también proporciona
evidencias a favor de esta hipotesis. Los niveles de 3-metoxi-4-
hidroxifeniletilenglicol, e principal catabolito de NA en € liquido |
cefalorraquideo, son menores en algunos pacientes deprimidos con respecto a
individuos sanos [Salin Pascual, 1997; De la Fuente, 1998], | |

Posteriormente, diversos grupos de investigadores proporcionaron
evidencias de que la deficiencia de 5-HT también participaba de forma
importante en la etiologia de la depresién. En 1974, Prange propuso la
hipétesis "Permisiva de las Aminas Biogeénicas del desorden Afectivo”, Iacual
sugiere que una deficiencia en la transmisién de 5-HT permite € desorden
afectivo, pero no lo causa De tal manera que s existe un aumento en la
transmision de catecolaminas y una disminucion en la de 5-HT, € paciente
exhibe rhanl'a En contraste, s disminuye latransmision de catecolaminasy la
5-HT, entonces el paciente presenta depresion [De la Fuente, 1998].

Las principales evidencias que apoyan esta hipotesis son: existe una
disminucién de la disponibilidad de triptofano cerebral, un precursor de la 5-
HT; € acido 5-hidroxiindoloacético, principal catabolito de la 5-HT esta
disminuido en € liquido cefaorraquideo de los pacientes depresivos; en
estudios post mortem de pacientes deprimidos, € hallazgo mas constante es un
aumento en el numero de receptores 5-HT, corticales [Salin Pascual, 1997; De
laFuente, 1998]. |

Ademés de NA y 5-HT, otros neurotransmisores han sido relacionados
con la depresion. Las evidencias que apoyan la participacion de la DA

consisten en e hecho de que algunos pacientes deprimidos se benefician con
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la aplicacion del precursor dopaminerérgico 1-dopa, y que e catabolito de la
DA, & acido homovainilico, se encuentra disminuido [Salin Pascual, 1997; De
laFuente, 1998].

En 1972, Janowsky y colaboradores propusieron que también e sistema
colinérgico esta alterado en la depresion; ellos se basan en €l hecho de que los
agentes estimulantes de la actividad colinérgiba muscarinica en e SNC, como
la fisostigmina y la arecolina, pueden inducir un estado depresivo [Sall'n
Pascual, 1997].

L as deficiencias de neurotransmisores o de sus metabolitos como factores
causales de la depresion han sido ampliamente estudiadas, y |0s resultados son
confusos. Algunas investigaciones sugieren que los metabolitos de NA y 5-HT
estan anormalmente disminuidos en algunos pacientes deprimidos, pero en
otros estudios esta observacién no es constante [Stahl, 2000].

En cuanto a efecto de los antidepresivos, existe un desfasamiento
temporal muy grande entre |os efectos singpticos agudos de estos compuéstos
y @ inicio de los efectos terapéuticos. Los antidepresivos estimulan de forma
inmediata el incremento de las monoaminas en las sinapsis, en tanto sus
acciones terapéuticas ocurren generalmente después de semanas de
tratamiento, por lo que se ha sugerido que los efectos agudos no son e
principal efecto terapéutico de dichos compuestos [Stahl, 2000].

Recientemente se ha propuesto que la depresion puede deberse a una
deficiencia en los mecanismos de transduccion de las sefiales de monoaminas
en las neuronas postsinapticas. Esta hipétesis propone gue en las neuronas
postsinapticas a monoaminas existen deficiencias en la expresion del gen que
codifica para e Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro, o BDNF [Duman
et al, 1997; Stahl, 2000; Duman et &., 2000; Reidy Stewart, 2001].
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En condiciones normales, el BDNF tiene efectos protéctores sobre las
neuronas, pero en condiciones de estrés el gen para BDNF se encuentra
reprimido, por lo que se cree que las neuronas susceptibles se atrofian en sitios
como el hipocampo, y posiblemente sufran apoptosis, 10 que a su vez conduce
a la depresion. Existen evidencias en pacientes deprimidos que muestran una
disminucién en el tamario de estructuras relevantes paralos estados de animo,
como el hipocampo vy la corteza prefrontal. Ademas, esta hipétesis también se
apoya en |os efectos de |os antidepresivos, ya que se ha mostrado gue diversos
antidepresivos activan e gen de BDNF, y se cree que de esta forma gercen
sus efectos terapéuticos [Duman et al., 1997; Stahl, 2000; Duman et al, 2000;
ReidyStewart,2001]. |

Clasficacion de los antidepresivos

Con e advenimiento de los medicamentos antidepresivos desde finales de la
década de los cincuentas, y la constante aparicion de nuevos farmacos, la
depresion es un problema meédico que puede tratarse con diversos farmacos.
Sin embargo, a pesar de la intensa investigacion, en la actualidad no se
dispone de una explicacion adecuaday completa del mecanismo de accién de
los antidepresivos [Moreno et al, 1999; Stahl, 2000].

L os antidepresivos disponibles presentan diferentes estructuras quimicasy
propiedades farmacoldgicas, y a traves del tiempo han sido clasificados con
criterios  estructurales, farmacolégicos vy mi'xtos, s bien € criterio

farmacologico es cada vez mas frecuente. Existen diversas clasificaciones
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sustentadas en sus efectos farmacoldgicos. En las Tablas 1 y 2 se muestran, a
manera de gjemplo, dos propuestas de clasificacion.
Es importante resaltar que, independientemente de su clasificacion, en

términos muy generales los antidepresivos se pueden agrupar en:

A) Aquellos que inhiben la actividad de los sistemas de recaptura de
monoaminas (ISRM). Estos sistemas son el principal mecanismo para la
remocion de los neurotransmisores monoaminas. Estan constituidos por
una proteina con doce segmentos transmembranales que tienen actividad
de cotransportadores (junto con Na” y CI") y que unen con alta afinidad a
uno de los neurotransmisores, NA, 5-HT o DA. Estos cotransportadores se
localizan principalmente en la membrana celular de las neuronas
presindpticas. Los farmacos que inhiben la actividad de estos sistemas, al
parecer, presentan un mecanismo alostérico [Hoffman et al., 1998; Stahl,
2000]. |

B) Farmacos que inhiben la actividad de cualquiera de las isoformas
(A o0 B) delaenzima MAO, presente en las mitocondrias de las neuronas
presindpticas. Una vez que los neurotransmisores monoaminas han sido
recaprurados (ingresados) a la neurona que los secretd, éstos son
metabolizados por la MAO. La isoforma MAQO, metaboliza
principalmente 5-HT y NA, en tanto laisoforma MAQOg principalmente a
laDA [Salin Pascual, 1997; Stahl, 2000]. |

C) Finamente, existen algunos compuestos que inhiben con mayor
selectividad al receptof a2 presingptico en neuronas adrenérgicas

(autorreceptor) o serotoninérgicas (heterorreceptor) [Richelson, 1999].



Por otra parte, la mayoria de los farmacos que bloguean los sistemas de
recapturade monoaminas presentan antagoni smo en receptores haciadiversos
neurotransmisores, como histaminérgicos (Hi), dopaminérgicos (D)),
adrenérgicos (oti), serotoninérgicos (5-HT,A, 20> muscarinicos y nicotinicos
[Richelsony Nelson, 1984; Cusack etal, 1994; Richelson, 1994; 1996; 1999;
Owenset al, 1997; Ni y Miledi, 1997; Garcia-Colungaet al, 1997a; Maggi et
al, 1998; Moreno et al, 1999; Stahl, 2000].

Tabla 1. Clasificacion de los antidepresivos.

Tipo de actividad Farmaco Efecto singptico

Inhibidores de MAO Fenelzina —

Inhibidores del Transporte de bupropion ' Blogueo del transporte de DA
neurotransmisores citalopram
clorimipramina
fluoxetina
fluvoxamina
imipramina Blogueo del transporte de 5-HT
paroxetina.
sertralina
venlafaxina
desimipramina
nortriptilina
protriptilina

Inhibidores de receptores a amitriptilina
neurotransmisores doxepina
maprotilina Bloqueo de receptores
mirtazapina histamina(Hi)
trimipramina
amox apifia
nefazadona Bloqueo de receptores SHT2A
trazodona

Datos tomados de Richelson, 1999.
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Tabla 2. Clasificacion de los antidepresivos.

1) Inhibidores del sistema de recaptura
de NA.
desimipramina
nortriptilina
protiptilina
maprotilina

2) Inhibidores del sistema de recapturade DA.

bupropiéon

3) Inhibidores selectivos del sistemade
recaptura de 5-HT (ISRS).
fluoxetina
paroxetina
sertralina
citalopram
fluvoxamina

4) Activadores del sistema de recaptura de 5-HT.

tianeptina

5) | nhibidores mixtos de los sistemas de
recaptura de NA y 5-HT.

6) Inhibidores de |las monoaminooxidasas
(IMAO).

imipramina isocarboxacida
doxepina tranilcipromida
amitriptilina fenelcina
trimipramina brofaromina
nenlafaxina moclabemida
lefropramina blefoxatona

7) Agentes liberadores de monoaminas.
dextroanfetaminas

8) Agonistas de receptores de neurotransmisores.
Ai;onistas parciales de 5-HT1-A

metilfenodato buspirona
pemolina gespirona
mirtazapina

9) Agonistas de receptores de

benzodiacepinas
alprazolam

10) Farmacos con accion mixta.
nefazadona
trazodona
amoxapina

clorimipramina

Datos tomados de Salin Pascual, 1997.
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Receptor es nicotinicos de acetilcolina

La acetilcolina (AcCo) es una molécula de 178 daltones (Da) de peso
molecular, que activa a dos tipos de receptores radicalmente distintos. Ambos
tipos difieren en su estructura quimica asi como en sus propiedades
farmacologicas y fisioldgicas. Unos son denominados nicotinicos (R-nic), y
los otros, muscarinicos, debido a que la nicotina y la muscarina funcionan
como agonistas especificos de unos y otros respectivamente. Los R-nic son
proteinas formadas por cinco subunidades con un canal iGnico constitutivo,
por el cual fluyen haciad interior celular iones de Na'y Ca™', y salen iones de
K's mientras que los muscarinicos son proteinas de una sola cadena

| polipeptidica acoplada aproteinas G [Barrantes, 1996].

Los R-nic, junto con los receptores del acido y aminobutirico (GABA,) &>
de glicina, de serotonina (5-TH3) y un subtipo de glutamato (anionico)
identificado en invertebrados, pertenecen a una familia génica (nicotinoides)
de canales i6nicos de compuerta activados por ligando, también Ilamados
receptores ionotropicos. Todos estos receptores tienen una estructura y un
funcionamiento similar [Arias, 1998; Corringer et al., 2000; Le Novére y
Changeux, 2001] (ver Fig. 1).



Subunidades Canal iénico

‘__ Membrana

Figura 1. Estructura general de los receptores ionotrépicos pertenecientes a la familia de los
nicotinoides. Los miembros de esta familia (R-nic, GABAs, ¢ de glicina, 5-THz y un subtipo de
glutamato (aniénico), identificado en invertebrados) estan formados por cinco subunidades y

presentan un canal iénico intrinseco. Modificada de Changeux, 1994.

Estructuralmente, todos los miembros de esta familia comparten las
siguientes caracteristicas. @) cada receptor es un oligémero formado por cinco
subunidades; b) con base en e andlisis de hidrofobicidad (indice hidropético)
se ha sugerido que los receptores presentan tres dominios bien diferenciados:
extracelular hidrofilico, transmembranal hidrofobico e intracelular hidrofilico;
c) cada subunidad atraviesa la membrana lipidica formando cuatro dominios
transmembranales denominados M1-M4. Los aminoéacidos (AA) que formah
el dominio M2 de cada subunidad forman la pared del cana i6nico; d) €

dominio intracelular esta formado por un asa grande constituida por AA de
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M3 a M4, y un asa corta formada por segmentos entre M1-M2; €) e dominio
extracelular contiene las terminales carboxilo y amino de cada subunidad. En
laterminal amino se ubican los sitios de unidn con el agonista, y dos cistefnas
unidas por un puente disulfuro que estan separadas por trece AA, de formatal
gue forman un asa de quince AA, caracteristica de esta familia. Los dominios
M2-M3 estan unidos por un asa extracelular corta [Arias, 1998; Corringer et
al., 2000] (ver Fig. 2). |

Dominio

Membrana

v

Dominio

Figura 2. Estructura general de las subunidades que conforman a los receptores
ionotrépicos, pertenecientes a la familia génica de los nicotinoides. 1) El dominio hidrofilico
extraceluiar contiene las terminales amino y carboxilo de cada subunidad; el asa que une los
segmentos transmembranales M2 y M3 y los sitios de unién con el agonista se localizan en la
region del amino terminal. 2) El dominio trasmembranal hidroféblco esta formado por cuatro
segmentos denominados M1, M2, M3 y M4. El dominio M2 de cada subunidad, al parecer,
conforma el canal i6nico. 3) El dominio intracelular esta formado por dos afeas, una pequefia que
une los segmentos M1 y M2, y otra grande que une los segmentos M3 y M4. Modificada de Arias,
1998.

Las propiedades funcionales comunes observadas en esta familia pueden

resumirse en cuatro: 1) los receptores tienen la capacidad de reconocer y de
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unir neurotransmisores especificos; 2) launion del ligando abre el canal iénico
intrinseco asociado con cada receptor particular; 3) después de que el canal se
ha abierto, se produce un flujo selectivo de iones que son conducidos através
de lamembrana celular y, finamente, 4) en presencia prol ohgada del agonista,
los receptores se desensibilizan, y en tal estado de conformacion el canal no
conduce iones [Arias, 1998].

Subtipos de R-nic

El R-nic presente en € 6rgano eléctrico de las rayas Torpedo (californica y
marmota) es el receptor activado por ligando mejor conocido. Fue el primero
en ser purificado, reconstituido, registrado electrofisiol 6gicamente a nivel de
cana unitario, clonado y visualizado. Posteriormente, € uso del cCADN de las
subunidades de este R-nic, permitié la identificacion de todo un grupo de
genes en el sistema nervioso de vertebrados. En aves y mamiferos se han
identificado un total de diecisiete subunidades protei cas, que son codificadas
por diferentes genes. Cinco en e musculo estriado esquelético y doce en €
sistemanervioso [Lindstrom, 1999; Le Novérey Changeux, 2001].

El nombre de las subunidades que forman los R-nic del érgano eléctrico y
del musculo esquel ético de vertebrados en la etapa fetal, antes de formarse la
uniéon neuromuscular (subtipo muscular fétal), fue asignado conforme a sus
masas moleculares, de la siguiente forma: 40 (a), 50 (P), 60 (y) y 65 (5) Kda.
Después de que & musculo se ha inervado, ocurre la sustitucion de la
subunidad y, por otrallamada s. A este receptor cominmente se le denomina
muscular adulto. Dado que dichas subunidades fueron las primeras en ser

caracterizadas, esta nomenclatura sigue vigente, excepto que las subunidades
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ay (3 son ahora nombradas como d y 3L [Arias, 1998; Lindstrom, 1999;
Corringer et al, 2000; Taylor et al, 2000].

La nomenclatura actual de las subunidades localizadas en d ssema
nervioso (subtipo neurona) se basa en la presencia o ausencia de un par de
cisternas adyacentes, homologas alaspre&nt&s enlasposiciones 192y 193 en
la subunidad d dd R-nic dd Torpedo y muscular. De acuerdo con este
criterio, las subunidedes que poseen ese par de cisternas adyacentes son
denominadas subunidades a (a2-alO), y aquellas que no las presentan, se
denominan P ((32~p4). El nimero de la subunidad reflga d orden tempora en
el que fueron clonadas [Arias, 1998; Lindstrom, 1999 y 2000; Corringer et .,
2000 LeNovérey chahgeux, 2001].

Por su parte, los receptores han sdo cladficados de acuerdo con las
subunidades que los componen 'y segun su distribucion en € organismo, delo
que resultan dos grandes grupos. 1) Los R-nic musculares, también conocidos
cdmo periféricos, estdn compuestos por dos ad y unade (3L, y y 8. Se
locdlizan de forma difusa en d tdido muscular de embriones de aves y |
mamiferos, en los organos eéctricos de las rayas y las anguilas eléctricas. En
la union neuromuscular de aves y mamiferas estén formados por dos a y una
de i3, 5y e 2) los R-nic dd subtipo neurond, d parecer, también estén
condtituidos, en sstemas de expreson heterdlogos, por cinco subunidades,
producto de la combinacién de subunidades a (a2-a6) y (3 (p2-p4), formados
Sdlo por cinco subunidades a identicas (a7-a9), o bien por subunidades a
diferentes (a9a 10) [Lindstrom, 1999; Paterson y Nordberg, 2000; Changeux y
Edelstein,2001]. |
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Otra clasificacion considera |a secuencia de AA de las subunidades, que
forman receptores funciondes en sstemas de expreson heterdlogos, y sus
propiedades de unidn con la a-bungarotoxina. Con este criterio, los R-nic se
pueden dividir en tres grupos. € primero esta formado por los de Torpedo y
musculares (fetd y adulto); el segundo, por receptores dd subtipo neurond
formados por la combinacion de subunidades a (a2-a0) y p (p2-p4), y d
tercero, por homémeros de a7-a9 [Clementi et al., 2000].

Los R-nic de Torpedo, musculares y los neuronaes a/-oc9 presentan una
union competitiva e irreversible de dta afinidad (concentraciones <nM) con la
abungarotoxina, toxina presente en e veneno de la serpiente taiwanesa
Bungurus multicinctus, mientras que en los formados por la combinacion de
subunidades a2-a6 y p2-P4 la toxina no se une [Prince y Sine, 1998,
Clementi et al, 2000].

Es importante resatar que, mientras € pape funciond, las caracterigticas
estructurales y funciondes de los R-nic dd subtipo muscular estén bien
caracterizadas in vivo, los del subtipo neurond estdn menos caracterizados.
Algunas de las razones de esto son: 1os drganos eléctricos son una fuente
concentrada de grandes cantidades de R-nic de un solo subtipo; en mamiferos
unicamente hay dos subtipos de estos receptores, fetd y adulto, los cudes
difieren en la sudtitucion de una sola subunidad; la union neuromuscular
provee una preparacion homogeénea y fécilmente accesble para estudios
electrofisolégicos, histologicos y de desarrollo, con lo que @ papel funciond
del R-nic adulto en la transmisidon neuromuscular esta bien entendida. En
contraste, los R-nic neuronales son encontrados en bgas concentraciones en
los tgidos y contienen varios subtipos de receptores, cada uno compuesto por

26



diferentes subunidades. El papel funcional de estos R-nic es muy diversoy en
algunos casos desconocido; ademés, ellos pueden localizarse en la pre-, post-,
para- y extrasinapsis, e incluso en sitios en tejido no nervioso [Lindstrom,
2000].

En los R-nic neuronales, la mayor parte de la informacion funcional ha
sido obténida in vitro, a partir de su expresién en sistemas heterélogos,
principalmente en el ovocito de laranaXenopus laevis y, en menor grado, en
lineas celulares [Lukas, 1998; Picciotto et al., 2000; Paterson y Nordberg,
2000; Zoli, 2000].

Los R-nic expresados en sistemas de expresion heterdlogos presentan
distintos perfiles fisiologicos y farmacologicos (ver adelante). En las Tablas 3
y 4 se muestran, a manera de g emplo, algunas de las combinaciones de las
subunidades que forman receptores funcionales y _algunas propiedades
farmacol égicas. |

Tabla 3. Composicion de subunidades de receptores funcionales expresadas
en sistemas de expresion heterdlogo.

Muscular Neuronales
al piyS (fetd) a a9 a2p2 a3[32a a4ab[3234
7 ao 5
al pisS (adulto) o a a4 %4a5p
a a3p2

9
a3(34
a(32
4|34 _

En estos sistemas, la inyeccién individual de las subunidades a2, cc3, <4 a5, o6 y p2, p3 0 p4 ho
expresan receptores funcionales. La subunidad a5 produce un receptor funcional cuando es
coexpresado con las subunidades a4 y (32. Las subunidades a7, a8 y a9 sélo forman receptores
homopentaméricos funcionales. Cuando estas subunidades se han coexpresado con cualquiera de
tas otras subunidades a o p no se forman receptores funcionales. (Datos tomados de Paterson y
Nordberg, 2000; Changeux y Edelstein, 2001.) Sin embargo, cuando se coinyectaron la subunidad
a7 con una mutacion de una leucina por treonina en la posicién 247 con la subunidad [33, las
propiedades del R-nic a7 se modificaron, por lo que se cree que estas modificaciones son debidas
a ia participacion de la subunidad p3 en el receptor [Palma et al., 1999].
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Tabla 4. Algunas caracterigticas farmacoldgicas y permeabilidad relativa del

| . Ca®enR-nic.
Edructura | a2 aZp4 | a3p2 a3p4 ctdp2 adpl ar
P2
Potencia D> |N=D> |D>C> jD>C>N jC>N>D> |ON>D |D>C>N>
Agonistas  |N>C>A OA N>A >A A >A A
Eficadade I|A>SN>D |A>N> D>A> |A>SD>N |A>N>D> [ASN>C [N>A>O0
Agonisas  [>C D>C | N>C >C C >D D
Antagonista d d-T- d-T- d DPE>d-T |DpE>d- |DpE>d-T
T=DPE DpE DpE | T>DpE T
Pca 2 IPNA* - | 115 | - 11 | - 1-15 >15
15

Pca”/oNA" denota la tasa de permeabilidad relativa del Ca?* con respecto a la de! Na\ Las
abreviaturas son: A=acetilcolina; C~cistina; D=dimetilpjperazina; N=nicotina; d-T=d-tubocurarina;
D|3E=dihidro-p-eritroidina. Datos tomados de Mihailescu y Drucker-Colin, 2000.

Aunque la mayoria de la informacion acerca de las caracteristicas de los
diferentes R-nic neuronales (perfil farmacoldgico, permeabilidad a Ca“,
decaimiento de la corriente, etc.) ha sido obtenido en sistemas de expresion
heterélogos, algunos de los subtipos de receptores que son funcionales en
neuronas de algunas regiones particulares del sistema nervioso, han sido
identificados utilizando los datos obtenidos en dichos sistemasjunto con otras
técnicas, como por ejemplo: el uso de oligonucledtidos antisentido, con lo cual
se logra disminuir transitoriamente la expresion de subunidades especificas.
Con esta técnica se identificaron dos subtipos funcionales de R-nic en los
ganglios simpéticos de pollo, unos formados por subunidades oc3 y otros
formados por al [Piccioto et al., 2000; Paterson y Nordberg, 2000].

~ Otra metodologia que se ha utilizado es la generacion de ratones Knock
Out para subunidades especificas. Esta técnica, combinada con

electrofisiologia y con farmacologia, ha permitido identificar diferentes
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subtipos de R-nic. Mediante dicha estrategia se demostré que la subunidad (2
forma parte de los R-nic que median la liberacién de dopaminay GABA
[Piccioto et &., 2000; Paterson y Nordberg, 2000].

EnlaTabla5 se muestran algunas propiedades de los R-nic presentes en
neuronas del hipocampo, que a parecer son las meor caracterizadas en €l
SNC. Alkondon y colaboradores [1993; 1999], utilizando la técnica de
pinzamiento en parche (Patch Clamp), lacinética del decaimiento de corriente
y la sens bilidad a diferentes compuestos, describieron cuatro tipos de
corrientes inducidas por la aplicacion de 3 mM de AcCo: 1A, IB, Il y 111, que
al ser comparadas con las obtenidas en subtipos de R-nic particulares
expresados en ovocitos les permitio proponer una composicion probable para
cada una de estas corrientes.

Tabla 5. Subtipos funcionales de R-nic en hipocampo de rata.

Tipo de Frecuencia Decaimiento de la Farmacol ogia Composicion
corriente relativa corriente probable
1A 83% Répido SensibleaMLA, al
aBGT, K-BGT _
IB 10% Répido y lento Sensible aMLA + a7; ctdp2
DHpE
1 5% Lento Sensible aDH(3E aap?2
ni 2% Lento SensibleaMLA ct3[34

Abreviaturas, DHpE, dihidro-p-eritroidina; MLA, metiiacinitina; a-BGT, a-Bungarotoxina; a-BGT,
K-Bungarotoxina. Concentraciones utilizadas: Tipo IA a-BGT (10 nM), K-BGT (10 nM) y MLA (1
nM).Tipo II: DH[3E (10 nM) y MLA y a- BGT (100 nM). Tipo Ill: a-BGT, a-BGT y MLA {>100 nM).

Tipo IB MLA: (1 nM) + DH[3E (10 nM). Datos tomados de Alkondon et a/., [1993; 1999].

Como podra observarse en lo anterior,- aln existe dificultad para poder
identificar con certeza todas las subunidades que conforman un receptor
particular en la mayoria de las estructuras del SNC. Ademés, se sabe que una

neurona puede expresar mas de un subtipo de R-nic, y en diferentes especies
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es posible encontrar subtipos distintos para una misma region del SNC
[Lindstrom, 2000].

Estructura molecular de los R-nic

En la actualidad se conoce la estructura primaria de todas las subunidades
proteicas identificadas, tanto en los R-nic musculares como en los neuronales
[Le Novére y Changeux, 2001]. Las subunidades estéan formadas por ~ 450-
700 AA> y presentan una homologia entre ellas de ~ 60% (rata); € dominio
con mayor homologia es € transmembranal. Ademas, la homologia para una
misma subunidad en diferentes especies (ratas, humanosy pollos) es de ~ 82-
95% [Buisson et ai., 2000]. Sin embargo, la mayor parte del conocimiento
acerca de las estructuras secundaria, terciaria y cuaternaria, proviene de las
investigaciones realizédas esencialmente en los R-nic de tipo muscular, y en
menor medida en €l neuronal al. No obstante, Karlin y Akabas [1995]
plantearon que la estructura genera en todos los R-nic es muy Semejante,
debido a que e andlisis de la estructura primaria de las subunidades muestra
una alta homologia y permite su'poner la misma topologia para todas. Esta
propuesta ha sido apoyada con predicciones de las estructuras secundaria 'y
terciaria, realizadas para 18 subunidades alineadas y representativas con
programas computacionales [Corringer et al., 2000]. |

El andlisis de difraccion de rayos x con una resolucion de 9 A del R-nic
dd drgano eléctrico de Torpedo, en presencia y ausencia de AcCo y la

posterior construccion de imagenes digitales, aportd informacion basica acerca
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de laformatridimensional delos R-nic [Unwin, 1995, 2000]. En las imagenes
se observa que las cinco subunidades presentan un arreglo cilindrico cas
simétrico alrededor de un poro central, un dominio extracelular mas ancho y
grande que € intracelular, y un dominio transmembranal estrecho. El arreglo
de las cinco subunidades es. al, y, al, 8, [31, de lo que resulta una
estequiometria de 2aly5pi [Karlin y Akabas, 1995; Unwin, 1995, 2000;
Arias, 1998; Prince y Sine, 1998; Lindstrom, 1999; 2000; Corringer et al,
2000] (ver Figura3).

Sitio de

Unidn

Figura 3. Estructura general de los R-nic. En esta figura se muestra el R-nic de Torpédo en

estado de reposo (derecha) y cuando es activado por la AcCo (izquierda). Modificado de
Changeux, 1994,

El dominio extracelular representa aproximadamente e 50% de la masa
total de cada una de las subunidades y esta formado por ~ 210 AA. Contiene

las terminales amino y carboxilo, €l asa que une los segmentos M2 con M3 y
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los dos sitios de unién para la AcCo. En los R-nic musculares, los sitios de
union difieren en su afinidad. El sitio de ata afinidad se localiza en la
interfase entre las subunidades a y la 5, mientras el de bga afinidad se
encuentra en la interfase entre las subunidades a y lay (en adultos con la
subunidad s) [Arias,1998; Princey Sine, 1997].

Cada sitio de unién, a su vez, estéd conformado por dos regiones separadas.
Laprimeratiene carga netapositivay constituye el componente principal en la
union de la AcCo y estd formada por tres asas (A, B 'y C) de AA de la
subunidad al. La segunda region (complementaria) presenta carga neta
negativay esta formada por AA de las subunidades 5, y y (0 €), que forman
cuatrd asas denominadas 1, 2, 3y 4. Se hapropuesto que € grupo cuaternario
de amonio de la AcCo, cargado positivamente, interactla con e sitio
complementario con carga negativa, y € otro extremo de la molécula de la
AcCo interactta con € sitio principal [Princey Sine, 1999],

En los R-nic neuronal es heteropentaméricos, se ha propuesto que los dos
sitios de union de la AcCo estén localizados en las interfases entre la
subunidades ay (3. Laregion principal se localizaria en las subunidades ay la
region complementaria en la subunidad (3 [Corringer et al., 2000; Paterson y
Nordberg, 2000].

Se cree que los R-nic homopentaméricos (al, a8 y a9) presentan cinco
sitios de union idénticos, en las interfases de las subunidades a, y por lo tanto,
cada subunidad contribuiria tanto con la region principal como con la
complementaria. La region principal, al parecer, esta formada por a menos
tres asas, llamadas A, B y C, y la complementaria por dos asas, llamadas D y
E [Corringer et al., 2000].
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El dominio transmembranal inicialmente fue interpretado con base en €
cdlculo de indice hidropético, y se propuso que estaba formada por cuatro a
hélices antiparalelas, de ~ 20 AA (M1-M4). Sin embargo, estudios méas
recientes en los segmentos transmembranales del R-nic de Torpedo han
permitido sugerir que la estructura secundaria de los segmentos M1, M3y M4
es una mezcla de (3 plegada y de a hélice, mientras que & segmento M2
parece ser una a hélice excepto para seis AA, hacialaregion intracelular, que
incluyen la parte més estrecha del canal ionico [Arias, 1998; Corringer et al.,
2000; Changeux y Edelsteins 2001] (Fig. 4).

Figura 4. El R-nic de Torpedo. El receptor esta formado por cinco subunidades (ilustradas aqui
como cilindros) y cada una de estas presenta cuatro segmentos transmembranaies, M1, M2, M3y
M4. El canal ibnico esta constituido principalmente por el segmento M2 de cada subunidad.



Unwin y colaboradores, con base en € andlisis de micrografias
electrénicas obtenidas por ellos, plantearon que el canal i6nico esta formado
por los segmentos M2 [Unwin, 1995, 2000]. Posteriormente, diversos grupos
han aportado evidencia experimental en favor de esta propuesta, por gemplo:
utilizando pruebas hidrofébicas con reactivos como diazuofluorano y
colesterol se evidencio que los AA de las subunidades marcados por dichos
compuestos estan en contacto con la membrana celular, y pertenecen a los
segmentos M1, M3 y M4. Ademas, mediante pruebas de marege de
fotoafinidad, con bloqueadores de canal como la cloropromazina, se encontro
gue tales compuestos marcan algunos AA que pertenecen al interior del canal
y son parte del segmento M2 [Karliny Akabas, 1995; Arias, 1998; Corringer
cial., 2000].

En e R-nic de Torpedo los AA dd canal fueron identificados a través del
método de sustitucion de cisternas, de mutaciones especificas y por el uso de
compuestos fotoactivables que interactlan covalentemente con AA del canal
ionico. Actualmente se acepta que un tercio de los AA del segmento M1 y
todo € segmento M2 forman € cana id6nico. La estructura secundaria
sugerida del canal consiste en una P plegada en € tercio externo (AA dd
segmento M1) y una a hélice en la parte proxima a la superficie citoplasmica,
excepto para seis AA en la parte mas estrecha y cercana a citoplasma
[Corringer et al, 2000; Lindstrom, 2000: Changeux y Edelstein, 2001].

Cada segmento M2 presenta 19 AA sin carga eléctrica, que abarcan desde
la metionina 243 hasta la valina 261 en la subunidad a y los residuos
alineados con éstos en las otras subunidades [Karlin y Akabas, 1995]. Estos

AA estan flanqueados por tres residuos cargados negativamente, uno en la



region extracelular (al-acido glutamico-262), otro en laparte citoplasmicadd
poro (al-acido glutamico-241) y otro mas, ubicado a una vuelta de a hélice
de anterior, hacia la region intracelular (al-acido aspartico-238) [Kalin'y
Akabas, 1995, Arias, 1998] (ver Figurab).

Los AA que s locdlizan hacia la luz ddl poro se combinan para formar
Sete u ocho anillos {Torpedo y a7 respectivamente), de los cudes tres
presentan una carga neta negativa (anillos amonicos). Un anillo se localiza en
laregion extracelular (en la entrada del cand) y se denomina anillo externo.
Enlos R-nic dd Torpedoy en € a7 estan formados por écidos glutamicos en
la posicién 262 de la subunidad al y por resduos adineados en las otras
subunidades (en a7 estdn en la posicion 258); otro anillo, conocido como
intermedio, forma la parte més estrecha del poro, y esta formado por &cidos
glutémicos en laposicion 241 de la subunidad & y por residuos dineados en
las otras subunidades (en a7 estén en laposicion 237); findmente, otro anillo,
denominado citoplasmético, selocdiza en la parte citopldsmicadel poroy esta
formado por acidos asparticos en la posicion 238 en la subunidad &y por
residuos dineados en las otras subunidades (en a7 estan en la posicion 234)
[Karliny Akabas, 1995, Arias, 1998; Changeux y Edelstein, 2001] (ver Fig.
5). |

Las dimensones de cand idnico se determinaron estudiando la
permeabilidad a diferentes cationes organicos con dimensiones conocidas, Yy
realizando mutaciones puntuales. A partir de los resultados de dichos trabgos,
Se propuso que la parte més estrecha del cand tiene un didmetro de -7 A 'y
condtituye € filtro de sdlectividad [Karliny Akabas, 1995; Villaroel, 1998].
Ede didmetro es lo suficientemente ancho para permitir € paso de K* y Na
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parciamente hidratados. Ademés, midiendo € potencia de flujo (streaming)
se determiné que estaregion tiene una longitud de arededor de 3 - 6 A, que
representa una vuelta de una a hélice, € cua, d parecer, esta condtituido por

" los anillos formados por al-treonina 244 y al-acido glutamico 241 (anillo
intermedio) y los AA alineados con éstos [Karlin y Akabas, 1995, Villarrod,
1998].

Sitios de unién de AcCo

v

60 A
7A Anillo
Externo
=~ Anillo
Anillo ¥ \¢— intermedio

Interno — :

Figura 5. Representacion del R-nic de Torpedo. En la figura superior se muestran los sitios de
union de AcCo y el canal idnico, En la parte central, se muestran las dimensiones del R-nic. En la
figura inferior se muestran los anillos formados por AA de las cinco subunidades dentro del canal
ionico. Maodificado de Arias, 1998.




Diversos estudios han mostrado algunas caracteristicas de la organizacion
funcional del canal iénico. Se sabe que todos los R-nic son permeables alos
cationes Na'", K"y Ca?*, y dependiendo del subtipo de receptor de que se trate,
la permeabilidad relativa entre los iones varia. Por gemplo, la tasa de
permeabilidad (Ca'*/ Na") en € R-nic musculares (Torpedo, muscular fetd y
adulto) es de 0.2, mientras que en los del subtipo neurona formados por la
combinacion de ay (3 es de 0.5-2.5, en tanto que en los homoémeros al y o
es>15 [Changeux et al., 1998].

Se han localizado algunas regiones dentro del cana ionico que son

“importantes para determinar las propiedades de la selectividad y la
conductanciaionica en los R-nic. Los estudios de Hule y colaboradores en la
década de los ochentas mostraron que las dimensiones fisicas del poro son un
factor importante en la permeabilidad del canal, ya que limita e flujo de
moléculas cuyos radios cristalinos exceden €l diametro libre en. laregion del
filtro de selectividad de ~7 A [Hille, 1992; Villaroel, 1998].

Por otra parte, las mutaciones realizadas en los anillos aniénicos han
aportado informacion relevante acerca del papel funcional de éstos. Las
mutaciones en € anillo intermedio disminuyen progresivamente la
conductancia de cationes grandes cuando € volumen de la cadena lateral de
los AA incorporados se incrementa, 10 que sugiere que tales residuos estan
involucrados en la seleccion de cationes de acuerdo con su tamafio [Villarroel,
1998].

Inicialmente se propuso que la carga negativa en € anillo externo impide
electrostéticamente el paso de los aniones, dgjando pasar sdlo alos cationes

[Martinez y Villarroel, 1998]. Sin embargo, € mecanismo parece ser mas
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complgo que la simple interaccion electrostética, ya que la mutaciéon de
cualquiera de estos AA cargados por AA neutros no afecta mucho la
conduccion de cationes monovalentes pequefios. Ademas, se ha observado que
algunos reactivos cargados negativamente tienen acceso hasta un tercio del
cana ionico [Karliny Akabas, 1995].

En los anillos intermedio e intracelular del R-nic del Torpedo, Iés .
mutaciones que disminuyen la carga eléctrica neta resultan en una
disminucion proporcional de la conductancia de K* a nivel de canal unitario
[Karlin y Akabas, 1995, Corringer et al., 2000]. En el R-nic a7, la mutacion
de &cido glutdmico 237 por aanina (anillo intermedio) abate |a permeabilidad
a Ca’*, pero preserva la conductancia para el Na“ y K*. Mutaciones similares
en & R-nic muscular producen resultados parecidos [Arias, 1998; Karlin y
Akabas, 1995; Corringer et a., 2000; Lindstrom, 2000]. Finalmente, las
mutaciones de leucina 254 y 255 (segundo anillo, cerca del lado extracelular
en e R-nic al) por treonina suprimen la permeabilidad a C&* [Karlin y
Akabas, 1995; Buisson et &., 2000].

En lo que serefiere ala selectivad de la carga, a parecer esta determinada
no solo por los AA del canal i6nico. En los R-nic a7 la incorporacion de un
AA neutro apolar (prolind) entre las posiciones 237 y 238 (posicion muy
cercana a anillo amonico intracelular) y lamutacion en € anillo intermedio de
&cido glutamico 237 por aaninay en e anillo externo de valina 251 por
treonina, convierte a R-nic al de un canal cationico a un cana anionico
selectivo a Cl~, es decir, neutralizando las cargas de los anillos de cada lado

de M2, en combinacién con la insercion de una prolina en la parte



citopldsmica anterior a segmento M2, la permeabilidad al CI™ aumenta [Karlin
y Akabas, 1995; Corringer et al, 2000].

Como podra observarse en los parrafos anteriores, aln no se han resuelto
claramente todos los componentes de los mecanismos por los cuaes se
regulan la permeabilidad y la selectividad ionica. Sin embargo, podemos
resumir que: a) los anillos amonicos participan en la selectividad catidnica; b)
que €l filtro de selectividad restringe e flujo i6Gnico a moléculas que exceden
Su tamanio y gue los iones permeables pueden atravesar el poro parciamente
hidratados; c) que otros AA gue no forman parte del poro participan en la
selectividad de los cationes; d) que las diferencias en |la tasa de permeabilidad
a Ca™ estén relacionadas con la naturaleza de los AA que forman € anillo
intracelular [Karlin y Akabas, 1995; Villaroel, 1998]. Ademéas, se ha
propuesto gque deben considerarse también otras propiedades fisicas y
quimicas, como los grupos carbonil y amidade los AA gue estan expuestos en
el cana [Karliny Akabas, 1995; Buisson et al, 2000].

El dominio intracelular estd formado por 109-142 residuos de AA que
forman dos asas. Un asa pequefia une los segmentos transmembranales M1 y
M2, y otra asa grande une los segmentos M3 y M4. En este dominio se han
localizado sitios de posible fosforilacion por tirosinas, en las subunidades P, 8
y y. Ademas, en membranas ricas en R-nic se han encontrado proteinas
cinasas A y C, y se ha sugerido que los residuos serina de las diferentes
subunidades del receptor pueden ser fosforiladas [Arias, 1998]. También se ha
encontrado que la fosforilacion aumenta la tasa de desensibilizacion en

rAcCon musculares [Lindstrom, 2000].
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Estados funcionales de los R-nic

La accion fisoldgica principal de la AcCo sobre los R-nic es desencadenada
por la union de las moléculas de AcCo con sus Stios de unién. El Ronic
experimenta cambios de conformacion, y diversas lineas experimentales
sugieren que los R-nic pueden existir d menos en cuatro estados distintos,
funciondmente interconvertibles [Arias, 1998].

AcCo
0 ooo OO 0

Transicién Répida

5 e
S fis-ms
b

——————
L ——

Transicién infermedia

Figura 6. Estados funcionales del R-nic. El diagrama muestra los estados de conformacién del R-
nic. En ausencia de AcCo (mostrada como circulos vacios) los R-nic estdn en estado de reposo
(R), una conformacion en la cual el cana! ionico esta cerrado. El canal cerrado puede abrirse por la
union de las moléculas de AcCo. El estado activo (A) presenta-baja afinidad para agonistas (Kgs de
10 \M a 1 mM). La transicion entre R y A es un proceso rapido en un intervalo de tiempo de s a
ms. En presencia prolongada del agonista los R-nic se vuelven refractarios a la accién de la AcCo.
En el R-nic de Torpedo existen dos estados refractarios en donde el canal iénico no conduce, el
intermedio (1) y el desensibilizado (D). Modificada de Arias, 1998.

TESIS CON 40
[LLA DE ORIGEN




Tales estados han sido interpretados considerando €l esquema propuesto
en 1957 por Katz y Thedeff, y € esquema bésico actual consiste en: 1) un
estado de reposo R, que predomina en ausencia del agonista 'y en donde la
probabilidad de apertura del cana es muy baja; 2) un estado activo A, donde
la probabilidad de aperturadel canal se elevaa unirse las moléculas de AcCo
asus reépectivos sitios de union. El cana se abre en un intervalo de tiempo de
lis ams y' muestra bagja afinidad por la AcCo (10 pM-1 [iM); 3) y 4) dos
- estados desensibilizados denominados | (inicial) y D (tardio), que predominan
después de la exposicion del agonista por varios cientos de milisegundos, en
los que &l cana no conduce iones. Los estados desensibilizados (1) y (D)
muestran ata afinidad por la AcCo (10 nM-Ip,M) y presentan refractariedad a
la activacion por la AcCo en un intervalo de tiempo de ms a minutos [Katz y
Thedeff, 1957; Arias, 1998; Patersony Nordberg, 2000] (ver Fig. 6).

El esquema anterior ha sido propuesto para los R-nic musculares. Aunque
se cree que en los subtipos neuronales los estados de conformacion son
semegjantes, se tiene evidencia de que la cinética en las transiciones varia en
funcion del subtipo de R-nic [Francis y Papke, 2000] (Tabla5).

El proceso de transicion en e canal iénico, entre un estado cerrado y uno
abierto, y viceversa, se conoce como e mecanismo de compuerta (gating). En
los R-nic este mecanismo no se conoce bien; sin embargo, con base en
evidencia experimental se han propuesto dos explicaciones acerca del
funcionamiento de la compuerta. Nigel Unwin [1995; 2000] comparando las
micrografias electronicas en ausencia y presencia de AcCo, propuso que a
unirse la AcCo a sus sitios de union, se producen cambios locales que se

propagan hasta €l poro, cuya region més estrecha (el anillo de leucina en los
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R-nic del Torpedo) gira de tal manera que permite € flujo idnico. En estado
cerrado este anillo protruye e poro y constituye la compuerta.

Por su parte, Karlin y colaboradores [1995; Wilson y Karlin, 2001], con
base en experimentos realizados en R-nic del subtipo feta de raton con €
método de sustitucién por cistefnas, proponen que la unién del ligando a los
sitios de union provoca un cambio de conformacion, en el cua los segmentos
M2 y parte de los AA MI se desplazan y forman un arreglo casi simétrico y
estable. EI movimiento de los AA de los segmentos transmembranales Ml y
M2 de la subunidad a abren o cierran el canal, de tal manera que estos
cambios de conformacion forman parte del proceso de Compuerta la cual se
localiza en laregion que abarca la treonina en la posicion 244 (en € interior
del canal) y la glicina en la posicién 240 dentro del asa intracelular que une
los segmentos M1 y M2 de la subunidad al . Ademés, proponen que en estado
desensibilizado la compuerta se extiende hasta la serina en la posicion 248 de

|a misma subunidad.

Distribucion y papel funcional de los R-nic

Los R-nic se encuentran distribuidos en el organismo de una gran variedad de
miembros del reino animal, entre los que se incluyen tanto invertebrados como
vertebrados. En estos ultimos (aves y mamiferos) se localizan principalmente
en launion neuromuscular y en € sistemanervioso [Clarke, 1999].

En los vertebrados, los R-nic musculares se encuentran densamente

ubicados en las membranas de las fibras musculares esqueléticas y forman
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sinapsis con las neuronas motoras en una region particular conocida como
placa termina o union neuromuscular. En contraste, los R-nic musculares
fetales, antes de gque se forme la placa neuromuscular se encuentran difundidos
alo largo de todala superficie de las fibras muscul éres [Aidley, 1998; Kandel
y Siegelbaum, 2000a; Lindstrom, 2000].

En e musculo de vertebrados en etapa fetal, los R-nic presentan una
subunidad y en lugar de s, presente en € R-nic adulto; esta sustitucion trae
como consecuencia un cambio en sus propiedades biofisicas. A un potencial
de —100 mV, & R-nic feta (2al(315y) muestra una conductancia promedio
de 40 pS y un tiempo de apertura promedio del canal de 11 mS, en tanto €
adulto (2aipi5s) presenta una conductancia de 59 pS'y un tiempo de apertura
promedio de 5.6 mS [Mishina et al, 1986]. Se cree que durante ¢ desarrollo
fetd e R-nic (subtipo feta) permite mayor ingreso de corriente —ya que
aunque su conductancia es menor, su tiempo de apertura es mayor— durante
las corrientes miniatura de placa que pueden promover las contracciones
,esbonténeas durante € desarrollo del musculo, ya que la actividad muscular

induce diferenciacion en la union neuromuscular [Jaramillo et al, 1988].

En las aves y mamiferos que ya presentan placa terminal, cuando un
potencial de accion alcanza las terminales de una neurona motora presinaptica
induce la liberacién de AcCo, entonces el transmisor difunde a través de la
hendidura sindptica, y cuando se une a los R-nic presentes en la placa
terminal, favorece la apertura de sus respectivos canales ionicos que permiten
e flujo de Na", K*, Ca®*, a través de la fibra muscular. La entrada neta de
cationes, produce una despolarizacion sinéptica llamada potencial de la placa
terminal [Kandel y Siegelbaum, 2000a].
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El estimulo viga pasvamente a lo largo de la fibra muscular, pero la
despolarizacion producida generalmente rebasa el umbral de activacion de los
canaes de sodio activados por voltge, locaizados en las proximidades de la
placa termind, con lo cua se produce la activacion de estos candes y la
generacion de un potencia de accion. Como consecuencia del potencia de

accion se produce la liberacion intracelular de Caw de los depdstos
intracelulares que provocaran la contraccion de las miofibrillas [Kandd y
Segelbaum, 2000a).

En d sstema nervioso periféico (SNP), s ha identificado € ARNmM de
las subunidades a3, a5, a7, (Ry [34 enlos ganglios auténomas de embriones
y neonatos de pollo y rata. Durante € desarrollo del SNP, las diferentes
subunidades son finamente reguladas. Por gemplo, en d ganglio ciliar de
pollo e ARNm de las subunidades a3, a5, a7, p2 'y p4 son detectadas entre
los dias E8 y EI8 [Zoli, 2000], pero en la etapa prenatal la expreson de
dgunas de dlas s reprime. Por gemplo, la subunidad a3 se expresa
ampliamente en la cauda cerebral (Eli-EI8) y posteriormente no se detecta
Ademés, en ratas adultas, mediante pruebas de hibridacion, se ha identificado
en los ganglios sensoridles d ARNmM de las subunidades ct3, a4, a5, P2y p4
[Paterson y Nordberg, 2000; Sargent, 2000]. En los humanos, d ARNm de las
subunidades a3, a4, o5, a7, P2, P3 y P4 esta presente en muchas regiones
cerebraesy en lamédula espind en @ primer trimestre de la etapa fetd [Zali,
2000].

Los R-nic estan presentes en varios ganglios dd SNIP, principalmente en
las divisiones smpéticay parasmpética. En estas divisiones, a producirse un
potencia de accidn presingptico, la AcCo es liberada por las terminaes de las



neuronas preganglionares, que al interactuar con R-nic evocan un potencial
excitatorio postsinaptico, lo suficientemente grande para generar un potencial
de accidn en las neuronas postganglionares [Iversen et al., 2000; Zoli, 2000].

En & SNC de vertebrados, los R-nic, en general, se expresan en bga
dehsidad, y su patron de distribucion es relativamente heterogéneo. La
mayoria de los datos obtenidos hasta |a fecha provienen de estudios realizados
en ratas y pollos, y en menor grado en humanos [Paterson y Nordberg, 2000].
En la Tabla 6 se muestra la distribucion ddd ARNm de las diferentes
subunidades localizadas en el SNC de humanos [Clarke, 1999; Lukas, 1998;
Paterson y Nordberg, 2000].

En las neuronas del SNC, lainteraccién de laAcCo con los R-nic produce
una sefial excitadora, la cual es integrada junto con otras seﬁales;que pueden
ser tanto excitadoras como inhibidoras—, y subsecuentemente, s la sefid
integrada es suficiente para alcanzar en € cono axonico el potencial umbral,
se producira un potencial de accion. Los potenciales sindpticos excitadores
producidos por una sola neurona tipicamente son pequefios como para
alcanzar e umbral de excitacién y provocar un potencia de accion
postsinaptico [Kandel y Siegelbaum, 2000b].

En la mayoria de los casos la inervacion colinérgica no es el principa
regulador de la funcion de la neurona blanco, sino mas bien un modulador de
la actividad de otros tipos de transmision [Zoli, 2000]. En las neuronas del
SNC los R-nic no estén limitados a laterminal postsinaptica, sino que también
se encuentran en la presinapsis, en sitios extrasingpticos y en la perisinapsis,
donde €llos .podrian modular la funcién neural. Ademés, la evidencia de su
presencia en sinapsis tipicas (R-nic postsinapticos) en el SNC es limitada, y es

probable que en muchos sistemas centrales funcione preferentemente a través
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de latransmision de volumen. Los R-nic postsinapticos son importantes en €l

control de la transmision siné_\ptica rapida en & hipocampo y la corteza
cerebral [Clementi et al, 2000; Zoli, 2000].

Tabla 6. Distribucion del ARNm que codifica para las subunidades que conforman los

diferentes R-nic, en € sistema nervioso de humanos adultos (h) y ratas adultas (r).

S6lo se mencionan los sitios con mayor expresion.

Subunidad Region

a2 corteza (r), hipocampo (r) y tallo cerebral (r).

a3 corteza (rh), tAlamo (rh), hipocampo (rh) y tallo cerebral (r).

ct4 corteza (rh), hipocampo (rh), tdamo (r), hipotdlamo (r), talo cerebrd (r) y
cerebelo (r).

6 corteza (rh), hipocampo (rh), tdlamo (h) y tallo cerebral (r).

a6 amfgdala(r), tadlamo (r) y tallo cerebra (r).

X7 corteza (rh), hipocampo (rh), tdlamo (h), hipotalamo (r), tallo cerebral y médula
espindl (). |

a8 ausente

(008) adenohipofisis (r)

alo oido interno (h)

by corteza (rh), hipocampo (r), ganglios basales (r), tdlamo (rh), hipotdamo (rh),
retina(r), tallo cerebral (r), cerebelo (r) y médulaespinal (r).

p3 hipocampo (h), ganglios basales (r), tAlamo (rh), retina (r) y tallo cerebral (r).

P corteza (rh), hipocampo (rh), tdlamo (rh), hipotdlamo (r) y tallo cerebra (r).

Datos tomados de Paterson y Nordberg, 2000; Sargent, 2000; Le Novére y Changeux, 2001.
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Se ha sugerido que lamayoria de los procesos en los que participan los R-
nic se deben a la activacion de R-nic presinapticos, y se ha demostrado que
éstos modulan la liberacion de diversos neurotransmisores. La liberacion de
DA de neuronas dopaminérgicas es parcialmente controlada por R-nic que
contienen a la subunidad ct4, y posiblemente también alaa6. Laliberacion de
glutamato esta principalmente controlada por R-nic aI.. En e ratdn la
subunidad p2 es importante en e control presingptico de la liberacion de
GABA vy a la respuesta a la nicotina en neuronas dopaminérgicas en el
mesencéfalo [Paterson y Nordberg, 2000; Picciotto et al., 2000; CIementi et
al, 2000].

~ Los R-nic presingpticos estan involucrados en varias funciones, como el
aprendizaje, la atencion, la consolidacion de la memoria, la excitacion sexual,
la percepcion sensorial, € control de la actividad motora, la percepcion del
dolor y laregulacion de la temperatura corporal. Los R-nic postsinépticos sbn
importantes en € control de latransmision sinapticarapida en e hipocampoy .
la corteza cerebral [Clementi et al., 2000].

A continuacion se describe brevemente la participacion de los R-nic en los
diferentes procesos fisiologicos y patologicos, asi como las subunidades que

conforman dichos receptores.

Los R-nic en € control central de la locomocion
En e control central de lalocomocion, los R-nic presentes en el estriado y en
otras dreas del SNC y que contienen a las subunidades a6 y p3 pueden

controlar la actividad locomotora por medio de laliberacion de DA. Los R-nic
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gue contienen a la subunidad (33 son exp_resados en la presinapsis o anivel
pretermina [Picciotto et al, 2000; Clementi et al, 2000].

Los R-nic en el dolor

En pruebas conductuales con ratones tratados con nicotina y con epibatidina
(agonista nicotinico) se incrementa € tiempo de latencia a dolor, en las
pruebas de laplancha caliente y del golpe enla cola. Por otraparte, en ratones
Knock Out, la fata de una de las subunidades del receptor neurona ct4p2
reduce el tiempo de latencia en las pruebas conductual es antes mencionadas, y
reduce la sensibilidad a lanicotina. Ademés, € tratamiento con €l compuésto
ABT-594, sobre e cual se ha sugerido que es un agonista selectivo para R-nic
a4p2, muestra propi edades antinociceptivas, y dicho efecto es bloqueado por
el antagonista mecamilamina. Estos experimentos indican que los R-nic que
participan en e control del dolor estdn formados prinCi palmente de
subunidades a4(32 [Picciotto et al, 2000; Clementi et al, 2000].

Los R-nic en los procesos coghitivos

En diversos paradigmas experimentales usados para evaluar la memoria en
roedores y primates no humanos, € tratamiento con nicotina y algunos
agonistas nicotinicos (lobelina, ABT-418, etc.) durante periodos cortos y
largos, megjoran el desarrollo de los animales en dichas pruebas. Ademas, en
estudios en donde se han realizado lesiones en diversos nucleos colinérgicos,
la nicotina ha restaurado la realizacion adecuada de las tareas [Paterson y
Nordberg. 2000; Picciotto et al, 2000].
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Por otra parte, se ha sugerido que los R-nic participan en € proceso de
aprendizaje. Ademas de las pruebas conductuales que apoyan estaidea, se han
realizado experimentos con ratones Knock Out para la subunidad p2, en los
cuales se observa que estos animales muestran deficiencias en € aprendizaje
espacial. Sin embargo, en los animaes "Knock Out" para al no hay
diferencias observables con los ratones controles, por lo que se ha sugerido
que los R-nic formados con la subunidad (& son los que participan
principalmente en los procesos de aprendizaje [Paterson y Nordberg. 2000;
Picciottoeia/., 2000].

Los R-nic en la conducta adictiva

La participacion de los R-nic en la conducta adictiva de fumar tabaco es
ampliamente reconocida. Se ha sugerido que las vias mesolimbicas
dopaminérgicas median los efectos adictivos de la nicotinay otras sustancias
de abuso. Se sabe que lanicotina estimula laliberacion de DA en las neuronas
de esta via, pero hasta ahora se desconocen los mecanismos que producen
toleranciay adiccion. Ademas, también se ignoran que subtipos de receptores
participan en tales respuestas. No obstante, los efectos causados por la
abstinencia de fumar tabaco, como nerviosismo, irritabilidad, ansiedad y fdta
de concentracion pueden ser revertidos por la aplicacion del antagonista
nicotinico mecamilamina, lo que sugiere que la activacion de los R-nic es
importante para los sintomas en la abstinencia [Paterson y Nordberg, 2000;
Mihailescu y Drucker-Colin, 2000]. |
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Los R-nic en Ia.epilepsia nocturna del 16bulo frontal

Este padecimiento es un tipo de epilepsia parcial que ocurre durante el suefio
ligero, y al parecer es ocasionado por cualquiera de las dos mutaciones que
ocurren en la subunidad a4. La primera mutacion consiste en la sustitucion de
la serina ubicada en la posicion 247, por una fenilalanina, Esta mutacion
ocurre en e segmento M2 de la subunidad oc4. En la segunda mutacion ocurre
-una insercion de una leucina, también en el segmento M2 de la subunidad a4
[Paterson y Nordberg, 2000; Mihailescu y Drucker-Colin, 2000].

En experimentos en los que se han expresado los R-nic a4(32 mutados en
ovocitos de Xenopus, se ha encontrado que la permeabilidad a Ca™* y la
probabilidad de apertura del cana se encuentran reducidas. Esta Ultima
alteracién posiblemente se deba a un aumento en la tasa de desensibilizacion.
También se ha observado que tanto € tiempo de recuperacion del estado
desensibilizado, como la afinidad por la AcCo se encuentran reducidas
" [Paterson y Nordberg, 2000].

Debido a hecho de que la epilepsia es € resultado de una excesiva
activacion neuronal, parece contradictorio que la reduccion en la actividad de
los R-nic cause este trastorno. Sin embargo, se ha propuesto que los R-nic
ad(32 presindpticos, a disminuir laliberacion de GABA Yy glicina, provocarian
un aumento de la excitabilidad cortical [Paterson y Nordberg, 2000;
Mihailescu y Drucker-Colin, 2000].

Los R-nic en la enfermedad de Alzheimer

Esta enfermedad es una condicion neurodegenerativa que afecta

principalmente a personas mayores de sesentay cinco afos. Se caracteriza por
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un deterioro progresivo de sus facultades cognitivas superiores, incluyendo
pérdida de la memoria. Este tipo de demencia sénil esta asociada con la
degeneracion de neuronas colinérgicas del cerebro anterior basal que inervan
la corteza, la amigdalay € hipocampo [Paterson y Nordberg, 2000; Picciotto
et ai, 2000; Mihailescu y Drucker-Colin, 2000].

En estudios post mortem, ademas de la presencia de cumulos
neurofibrilares intracelulares (proteina tau) y de I.as placas neuriticas seniles
extracelulares (péptido P amiloide), también se observa una pérdida de la
inervacion colinérgica en la corteza cerebral y en € hipocampo. Se ha
determinado que los R-nic que més se pierden son los a4(32 (la subunidad 004
es la mas afectada). Adicionalmente, se ha reportado que en la veez
- disminuyen los niveles de ARNm para las subunidades a4 y (2 (en corteza) y
a7 (en hipocampo), en cambio, la subunidad a3 no sufte alteracion, por 1o que
se ha sugerido que la pérdida de los R-nic a4(32 esta relacionada con las
ateraciones observadas en estos enfermos. Ademas, estudios en ratones
Knock Out para la subunidad p2 muestran una pérdida significativa de sitios
de union para nicotina tritiada y presentan deficiencias en e aprendizae
[Paterson y Nordberg, 2000; Picciotto et &., 2000; Mihailescu y Drucker-
Coalin, 2000].

Los R-nic en la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es otro padecimiento neurodegenerativo, en €l
cua ocurre una degeneracion de neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra. Ademas de la disfuncion motora, que consiste en rigidez muscular,

tremor y bradicinecia, los enfermos de Parkinson a menudo presentan
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disfiinciones cognitivas 0 demencia. Al igua que en la enfermedad de
Alzheimér, existe una disminucion de células colinérgicas en e cerebro
anterior basal y unareduccién en e nimero de sitios de unién de alta afinidad
anicotina [Paterson y Nordberg, 2000; Mihailescu y Drucker-Colin, 2000].

Por otra parte, diversos estudios epidemiologicos muestran que la
estimulacién de los R-nic por fumar cigarros de tabaco parece proveer cierta
proteccion contra esta enfermedad. En ratones, el tratamiento crénico con
nicotina protege la regidén nigroestriatal contra lesiones mecanicas y por
toxinas. Asimismo, protege las neuronas dopaminérgicas de la degeneracion y
se incrementan los niveles de dopamina. Por otra parte, en monos tratados con
neurotoxicos se ha encontrado que la aplicacion del compuesto SIB-1508Y
(agonista selectivo para a4(32) mejora la realizacion de tareas motoras y
cognitivas, pero en animales control no se observan diferencias [Paterson y
Nordberg, 2000; Mihailescu y Drucker-Colin, 2000].

Los R-nic en |la esquizofrenia
Este trastorno es una psicosis cronica. Se presenta entre la adolescencia tardia
y la etapa adulta temprana, y se caracteriza por alucinaciones, desilusiones,
pensamientos extrafios y apatia. .Aunque se desconoce la etiologia de la
enfermedad, se considera que existe un componente genético, pues se han
identificado varias alteraciones en los cromosomas que parecen estar
relacionadas con la enfermedad, s bien tales alteraciones no se presentan en
todos los casos de esquizofrenia [Paterson y Nordberg, 2000].

Se ha sugerido que la sintomatologia de la enfermedad se debe a un
aumento en la secrecion de DA, y Iaposi ble relacion de los R-nic proviene de

estudios epidemioldgicos en los que se reporta que, entre los pacientes con
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esta afeccion, la tasa de fumadores es de 90%, frente a la de 20-30%
observada en la poblacién general. En estudios post mortem de pacientes
esguizofrénicos, se ha encontrado que € nimero de sitios de union de la o
bungarotoxina en €l hipocampo estan reducidos, por lo que a parecer hay una
expresion anormal en la subunidad al [Paterson y Nordberg, 2000; Picciotto
et al., 2000]. Se ha sugerido como una posible explicacion que, de aguna
forma, & fumar ayuda a disminuir los problemas de atencion asociados con la
esquizofrenia. Al parecer, los esquizofrénicos prestan unaparticular atencion a
los estimulos ambientales que generamente son ignorados por personas sanas,
y se ha planteado que los mecanismos neuronales que filtran estas senales
sensoriales estan dafiados [Paterson y Nordberg, 2000; Picciotto et al, 2000;
Mihailescu y Drucker-Colin, 2000].

En sujetos normales un estimulo auditivo inicial desencadena una
respuesta excitatoria que también activa mecanismos inhibitorios, los cuales,
ante un subsecuente estimulo auditivo, disminuyen larespuesta excitatoria. En
los esquizofrénicos, los estimulos auditivos subsecuentes no dismi nuyen
eficientemente la excitacion. Esta alteracion es temporalmente aliviada con la
administracion de nicotina o después de fumar. También se han detectado
altos niveles de anticuerpos contra R-nic, ademas de que existe unareduccion
significativa de R-nic al en la corteza frontal de pacientes esquizofrénicos,
por lo que la disminucion de tales receptores puede ser importante en este
padecimiento [Paterson y Nordberg, 2000; Picciotto et al., 2000].



Los R-nic en la sobrevivencia neurona!

Al parecer, los R-nic también estan involucrados en la sobrevivencia neuronal
en la vegez, ya que en ratones Knock Out para la subunidad (2 muestran
cambios especificos en la corteza cerebral: hipotrofia neocortical, pérdida de
neuronas hipocampales y astro y microgliosis, un cuadro semejante a de una
enfermedad degenerativa, € correlato funcional de estas ateraciones

histopatol 6gicas es el dafio en e aprendizaje espacial [Clementi et ai, 2000].

Los R-nic en la ansiedad y |a depresion

En varios estudios epidemiol dgicos se ha mostrado que entre |os pacientes con
trastornos de ansiedad y depresion, € consumo de cigarros de tabaco es mas
elevado con respecto a resto de la poblacion, y se ha sugerido que la nicotina
podria tener efectos benéficos en estos pacientes. En modelos animales de
ansiedad y depresion, también se ha sugerido que la nicotina puede tener
efectos semejantes a los ansioliticos y antidepresivos [Paterson y Nordberg,
2000; Picciotto et al., 2000]. Ademés, Salin-Pascual y colaboradores [1996]
reportaron que la aplicacion de nicotina a pacientes no fumadores tuvo efectos
antidepresivos.

El sistema colinérgico septo-hipocampal se ha relacionado con € control
de la ansiedad y la depresion. Se ha demostrado que la nicotina actlia
directamente en e hipocampo y produce efectos antiansioliticos. Las
deficiencias conductuales asociadas con & modelo learned helplessness
(desesperanza aprendida) han sido prevenidas por lesiones en el hipocampo y
en el septum ventromedial. Por lo tanto, las proyecciones del hipocampo ala
amigdala deben estar involucradas en la formacién de memoria emocional

asociada con e shock inducido con learned helplessness. De este modo, la
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nicotina puede producir sus efectos antidepresivos, a actuar directamente en
el hipocampo y/o septum, o a través de la amigdala [Paterson y Nordberg;
2000; Picciotto et alLg 2000]. Por otra parte, en ratas Flinders Sensitive Line
(FSL), usando la prueba de nado forzado como modelo de depresion, se
observé que la nicotina tiene efectos antidepresivos [Paterson y Nordberg,
2000; Picciotto et al, 2000].

Finalmente en la Tabla 7 se muestra la informacion resumida acerca de los

subtipos de R-nic relacionados con los diversos procesos antes descritos.

Tabla 7. Relaciones entre los diferentes subtipos de R-nic neuronales y los procesos
asociados con estos.

Proceso Posible sitio de accion nicotinica| Potencial subtipo de R-nic
reforzamiento sist. dopaminérgico, AVT y NA | ccdlp2/cc6/ 03/
sensibilizacion AVT al; ctd/p2/a6,/ p3
locomocién -hiper- AVTyNA oc4ip2/cx6,/ P3

-hipo- : HMyNIP ct3/p4; cc2/ p4
antinocicepcion rafe y tAlamo adlp2
trabgjo de memoria corteza e hipocampo 57

aprendizaje asociado a miedo |amigdala, tallo cerebral, vialad/p2
tdlamo cortical

| neurodegeneracion hipocampo, corteza ccA/p2
ansiedad Sist. septo hipocampal X7
depresion sist. septo hipocampal adlp2, al

Abreviaturas: AVT, area tegmenta! ventral; NA, ndcleo acumbens; Ha, habénula media; NfP,
nucleo interpeduncular. Tomada de Picciotto ef a/., 2000.

Modulacion de los R-nic por compuestos exdgenos

La funcion de los diferentes subtipos de R-nic esta sujeta a la modulacién

antagénica de una gran variedad de compuestos que presentan diferentes
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estructuras quimicas y que interactian con los R-nic en distintos sitios. Con
base en € sitio de union, dichos compuestos han sido clasificados en
antagonistas o inhibidores competitivos, y son aquellos que disminuyen la
respuesta a la AcCo, al interactuar en el mismo sitio de union de la AcCo. El
mecanismo de inhibicion radica fundamentalmente en impedir la unién de la
AcCo o de otros agonistas [Arias, 1998; Patersony Nordberg, 2000].

Por otra parte, los antagonistas o inhibidores no competitivos (INC)
también tienen un efecto inhibitorio, pero interactlian en sitios distintos a de
union de la AcCo. Los INC, a su vez, se han clasificado en luminales, cuyo
sitio de unién se localiza dentro del cana i6nico, y en no luminales, en los
cudles e sitio de union se localiza principamente en la interfase entre la
proteina del receptor y los lipidos de la membrana celular [Arias, 1998;
Paterson y Nordberg, 2000].

~ Los INC luminales presentan un mecanismo conocido como modulacion
estética, en la cual  compuesto inhibidor interacciona con su sitio de unién
localizado en €l interior del canal i6nico y obstruye € flujo de iones. Los INC
no luminales presentan otro mecanismo conocido como modulacion
alostérica, en la cua lainteraccion del INC con su sitio de union especifico,
induce un cambio de conformacién hacia un estado desensibilizado en €
receptor [Arias, 1998; Patersony Nordberg, 2000].

Los INC luminales conforman un grupo heterogéneo en e gue se incluyen
compuestos como la cloropromazina, la fenciclinina, el MK801, anestésicos
locales, histrionicotoxina, amantidinay €l etanol. Tales compuestos presentan
una constante de disociacion en un intervalo de concentraciones de nM a <
100 uM, y se cree que los sitios de unién estan compuestos por AA del

segmento transmembranal M2 de cada subunidad. La union de estos ligandos
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a su sitio es favorecida por la activacion de R-nic con agonistas y produce un
blogueo rapido del canal, o que generalmente es reversible [Arias, 1998;
Paterson y Nordberg, 2000].

Es importante resaltar que tanto el desplazamiento por otros compuestos
de la histrionicotoxina y la fenciclidina trinadas (pruebas de cana abierto),
como la modificacion en la sensibilidad del bloqueo por parte de INC en su
sitio de unién, ante cambios en el potencial de membrana, se consideran como
evidencias en favor de un mecanismo de blogueo estérico [Arias, 1998,
Paterson y Nordberg, 2000].

En los INC no luminales se ha sugerido que existen entre 10 y 20 sitios de
unién, algunos en la interfase entre la proteina del receptor y los lipidos de la
membrana. En este grupo de compuestos se incluyen los écidos grasos, como
el linolénico y € linoleico; a los esteroides, como la progesterona; los
corticosteroides y la dexametazona, la alfaxalonay la betaxalona, y también
los anestésicos isofluorano y labenzocaina [Arias, 1998; Paterson y Nordberg,
2000]. En € interior celular existen, asmismo, sitios alostéricos adicionales.
La fosforilacion por proteinas cinasas A y C 0 por tirosinas cinasas de
residuos definidos dentro del asa citoplasmética resulta en desesnsibilizacion
del candl idnico [Arias, 1998]. Algunas sustancias farmacol 6gicamente activas
aumentan de modo indirecto la desensibilizacion de los R-nic, a través de la
fosforilacion. Esto generalmente ocurre al inducir cambios en la concentracion
intracelular de Ca+* y la activacion de proteinas cinasas sensibles a Ca--, tales
como las antes mencionadas. Por gemplo, € péptido relacionado con € gen
de la calcitoninay la sustancia P aumentan la desensibili zaci‘én del receptor a

activar enzimas fosforilantes [Paterson y Nordberg, 2000].
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde hace varias décadas se sabe que la 5-HT inhibe la actividad de los R-
nic. En 1968, Colomo y colaboradores demostraron que la 5-HT inhibia la
respuesta de la AcCo en la unién neuromuscular. Posteriormente, este efecto
- fue confirmado y ampliado a algunos R-nic del subtipo neuronal [Akasu y
Koketsu, 1986; Grass et al, 1993; Garcia-Colunga y Miledi, 1995; 1996;
1999].Enfechasrecientes,Garcia-ColungayMiledi[1994; 1995; 1996; 1999;
GarciaColunga et al., 1997b] han demostrado que diversos agentes
serotoninerérgicos, tanto agonistas como antagonistas, tienen efectos
inhibitorios sobre los R-nic de los subti pos muscular y neuronal. Ademas,
algunos inhibidores selectivos del sistema de recaptura de 5-HT (fluoxetina,
paroxetina, sertalina, venlafaxina, y nefazadona) han mostrado un efecto
inhibidor sobre los R-nic [Gérci&Cqungaet al., 1997a; Hennings et al., 1997,
Maggi et &., 1998; Fryer y Lukas, 1999a, 1999D].

Por otra parte, en 1981 dos grupos de investigacion utilizaron pruebas de
canal abierto en R-nic de Torpedo sugirieron que los antidepresivos triciclicos
imipramina, desimipraming, clorimipramina, nortriptilina y amitriptilina
inhibian larespuesta a AcCo, a interactuar dentro del canal iénico de R-nic de
Torpedo [Aronstam, 1981; Aronstam y Narayanan, 1981; Eldeirawi et al,
1981]. En 1993, Rana et al, observaron que laimipraminay la desimipramina

inhibian la respuesta inducida por €l agonista nicotinico dimetilpiperacina en



células SY-SY5Y de neuroblastoma humano. Posteriormente, Izaguirre y
colaboradores [1997] mostraron que estos mismos compuestos inhibian la
corriente inducida por nicotina en células cromafmes.

En conjunto, todos estos estudios permiten plantear |a siguiente hipotesis
de trabgo.

HIPOTESIS

Los inhibidores del sistema de recaptura de monoaminas; imipramina, 6-nitro-
quipazina, trazodona, clorimipramina, indatralina, fluoxetina, norfluoxetinay

zimelidina interactlan con los R-nic alterando su funcion.

OBJETIVOS

1. Determinar los efectos de los inhibidores del sistema de recaptura de
monoaminas: irhi pramina, 6-nitro-quipazina, trazodona, clorimipraming,
indatralina, fluoxetina, norfluoxetinay zimelidina sobre R-nic de Torpedo,
muscular y neuronal a2p4.

2. Redlizar un andlisis comparativo de los efectos de estos compuestos en |os
R-nic de Torpedo, fnusculares y neuronales oc2p4.

3. Evauar las modificaciones de los estados funcionales en los R-nic por
efecto de los inhibidores del sistema de recaptura de monoaminas.

4. Proponer un posible mecanismo de accion de los inhibidores del sistema

de recaptura de monoaminas sobre los R-nic.
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DISENO EXPERIMENTAL

Los protocolos experimentaes consstieron basicamente en registros
electrofisolégicos en ovocitos de la rana Xenopus laevis, los cuaes fueron
utilizados como ssemas de expreséon heterdlogo de R-nic dd oOrgano
eléctrico de Torpedo californica, de la forma feta dd subtipo muscular de
raton (2ctiFy5) y dd a2P4 de neuronas de rata. La expreson de R-nic se
obtuvo mediante la microinyeccion de ARNm total del organo eléctrico de la
rayaTorpedo californica, en tanto laexpreson delos R-nic muscular fetd y €
neurona a2p4 se logré mediante la microinyeccion de unamezcla del ARNM
complementario (CARNM) de las subunidades que conforman cada subtipo de
R-nic. EnlaFigura7 se esquematiza € disefio experimentd utilizado en este

trabgo.
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Figura 7. Esquema del disefio experimental. Esencialmente consiste en evaluar el efecto de los
diferentes compuestos inhibidores del sistema de recaptura de monoaminas sobre la corriente
inducida con AcCo, mediante registros de fijacion de voltaje en ovocitos de Xenopus laevis en los
cuales se han microinyectado los cARNm que codifican para las diferentes subunidades de los R-
nic musculares o los neuronales a2p4, o bien la microinyeccién del ARNm total del érgano eléctrico
de Torpedo californica.
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MATERIALES Y METODOS

Soluciones

e De Barth (en mM): 88 de NaCl; 1 de KC1; 0.33 de Ca(NOs),; 041 de
CaCl,; 0.82 de MgSO,; 2.4 de NaHCO3 y 5 de HEPES (qustado apH 7.4
con NaOH), adicionado con 0.1 mg/ml de sulfato de gentamicina (Garcia-
ColungayMiledi; 1996, 1997a).

» De registro: la solucion interna en ambos microel ectrodos fue KC1 a una
concentracion de 3 M. La solucion externa utilizada fue la de Ringer
normal, lacual consiste (en mM): 115 de NaCl; 2 de KC1; 18 de MgCl, y
5 de HEPES, gjustada a pH 7.4 con NaOH (Grassi y col, 1993; Garcia
Colungay Miledi, 1996 y 1997a).

Reactivos
Los inhibidores de los sistemas de recaptura de monoaminas se obtuvieron en

RBI (Natik, MO, USA), y los demés reactivos en Sigma (St. Louis, MO,
USA).
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Material biolbgico

La extraccion del ARNm del organo eléctrico de Torpedo californica, asi
como la transcripcién in vitro realizada para la obtencion ddd cARNm de las
diferentes subunidades con las que se inyectaron los ovocitos se describen en
el Anexo.

Los ovocitos se obtuvieron de ranas hembras maduras de la especie
Xenopus laevis, adquiridas en Nasco (Fort Atkinson, WI. USA) y mantenidas
en condiciones de bioterio. Para obtener los ovocitos, los animales fueron
anestesiados, y luego se colocaron en una cgja con aguay hielo (en proporcion
1:1); después de 15-20 minutos estuvieron en condiciones de someterse a la
cirugia. Los animales se fijaron en una superficie limpia en posicion dectbito
dorsal. Serealiz6 un corte en lapiel de~ 1 cmen diagonal alalinea mediade
la region abdominal. Se disecaron los planos musculares hasta visudizar €
ovario, e cual se incidi6 para la obtencion de los ovocitos. Estos fueron
retirados junto con €l tegjido conectivo que los mantiene unidos, y luego se les
transfirio a una cga de Petri con solucion de Barth y gentamicina Se
conservaron en una incubadora a 16 °C hasta que fueron seleccionados.
Concluida la obtencién de ovocitos, se suturaron los planos musculares del
anima mediante puntos separados sobre las fascias musculares y
posteriormente la piel. Los animales se mantuvieron en una cga hasta su

recuperacion y después se reintegraron ala colonia

Los ovocitos fueron disgregados manualmente hasta tener céulas
individuales. Después se seleccionaron ovocitos sin dafio externo aparente, en

estados V y VI de acuerdo con la clasificacion de Dumont, los cuales se



caracterizan por ser los de mayor tamafio y presentar una definicion clara 'y
homogénea de los hemisferios animal (de color pardo oscuro) y vegetal (color

amarillo claro) [Soreqy Seidman, 1992].

Microinyeccion
Un dia después de su obténcién, los ovocitos fueron microinyectados con
ARNm total (50 ng/50 ni de agua) del o6rgano eléctrico de Torpedo
californica, o una mezcla de cARNm (0.5-50 ng/50 ni de agua) de las
subunidades musculares al, (31, y y 5 de raton, o de las subunidades
neuronales de a2 y p4 de rata [Grass et al, 1993; Garcia-Colungay Miledi;
1996; 19974]. |

La microinyeccion se realizd bajo un microscopio estereoscopico, de la
sigui.ente forma los ovocitos fueron transferidos con un poco de solucién de
Barth (a temperatura ambiente) a una cga de Petri en cuyo fondo tiene una
mallafija de nylon de 500 uni que sirve para lainmovilizacién del ovocito. Se
utilizd un microinyector (nanoliter injecior, Word Precision Instruments Inc.).
Lainyeccion del material genético fue realizada en € polo vegetal del ovocito.

Las micropipetas de inyeccion fueron preparadas en un estirador de
pipetas (Sutter P-30) con capilares de vidrio (Drumond Scientific Corp. Cat 3-
666-216G) estériles y pulidos, con diametros externos en la punta de ~ 15-20
j*m. Después de la micrdi nyeccion, los ovocitos se mantuvieron en viales con
solucion de Barth con gentamicina (renovada diariamente) en grupos de 10-
15, en unaincubadoraa 16 °C.

Dos dias después de la microinyeccion, la capa folicular que envuelve a

los ovocitos fue removida mediante un tratamiento enzimatico de colagenasa
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tipo 1A (140 U/ mi) en solucion de Ringer, durante 0.5-1 h [Miledi y
Woodward, 1989]. Posteriormente, |os ovocitos se lavaron varias veces con
solucion de Barth y se incubaron a 16 °C en una solucion de Barth con
gentamicina (renovada diariamente), hasta que fueron utilizados en los
ensayos de electrofisiologia (de tres a nueve dias después de haber sido

microinyectados).

Registros electrofisiol6gicos
Los registros de las corrientes idnicas se llevaron a cabo mediante la técnica
de fijacién de voltae (Voltage Clamp) con dos microelectrodos [Miledi,
1982]. Los microelectrodos se elaboraron con capilares de borosilicato con
microfilamento y diametro externo de 15 um (Word Precision Instruments
Inc.), cuya resistencia fina fue de 0.5-2 MQ. El ovocito se colocd en una
camara de registro (0.1 mi), y las soluciones externas de Ringer normal,
Ringer normal mas AcCo, Ringer normal mas tratamiento y Ringer normal
més AcCo y tratamiento, se aplicaron mediante un sistema de perfusion
continua (7-10 mi/ min). Los tratamientos consistieron en la aplicacion de los
compuestos: imipramina, 6-nitro-quipazina, clorimipraming, trazodona,
indatralina, fluoxetina, norfluoxetina y zimelidina, con diferentes
concentraciones y tipos de aplicacion. Las estructuras quimicas de tales
compuestos se muestra en la Figura 8.

A menos que se indique otro voltae, los 'ovocitos Se mantuvieron a un
potencial de membrana de -60 mV (a través de un amplificador comercia
(Warner OC-725A; Warner Instruments, Corp.). La corriente se indujo con

AcCo, y dicharespuesta se denota como I-AcCo en las siguientes secciones de



este trabagjo. Los pulsos de voltgje se realizaron y controlaron con € programa
PClamp verson 55 (Axon Instruments, Inc) y fueron enviados d
amplificador, mediante una interfase DMA TL-1 (Axon Instruments, Inc.)
conectada a una computadora PC, con unatarjeta Lab Master DMA (Scientific
Solutions, Inc.). Los registros obtenidos en el osciloscopio (Nicolet 310,
Nicolet Instruments) fueron grabados directamente en discos y luego fueron
analizados con un programa elaborado por Rico Miledi y con € programa
comercia Origin4.1 (Microcal Sofware, Inc.).

L as relaciones concentracion-respuesta para la inhibicion de la I-AcCo por
el farmaco (imipramina o clorimipramina) se obtuvieron gustando los datos a

la ecuacion de Hill:
[famem = /p * ICM I ([fimiacof! + ICN (1)

Donde Hamemn es la amplitud de la I-AcCo resistente a la inhibicion del
farmaco, /, es la corriente control maxima, 1C50 es la concentracion del
farmaco que inhibe la mitad de la r.espuesta control maxima, y nH es €
coeficiente de Hill.

Las relaciones cbncentraci én-respuesta para la AcCo sola o AcCo més el

farmaco se obtuvieron gustando los datos a la ecuacion de Hill:
Ao = frex * [AcCo]™ / ([AcCo]™ + ECStF), 2)

Donde FAdCO es la amplitud de la corriente dependiente de la
concentracion de AcCo, /max €s la amplitud de la I-AcCo control, ECs es la
concentracion de AcCo que produce la mitad de larespuesta maxima, y nH es
el coeficiente de Hill.
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Para determinar si la imipramina o la clorimipramina se unen con los R-
nic dentro del canal i6nico se aplico un modelo de un sitio de union
[Woodwul, 1973; Garcia-Colungay Miledi, 1996]. Este modelo asume que €l
blogueo causado por e farmaco es rapido; que la dependencia del voltgje del
sitio de union del farmaco dentro del cana idnico esta relacionada con la
distancia eléctrica de ese sitio de uni on, medido desde € lado extracelular del

canal y esta dado por la ecuacion sigUiente:
|Cso(Vim) = ICsd(p) | exp (dzFV,/ RT), (3)

Donde lalCs{0) es la concentracion del farmaco que bloquea la mitad de
larespuestaa 0 mV, V, es € voltge aplicado ala membrana, d es la fraccion
del campo eléctrico sensado en € sitio de union de la imipramina o
clorimipramina dentro del canal i6nico, z es la valencia de la molécula
blogueadora, F es la constante de Faraday, R es la contante de los gases, y T
- es |la temperatura absoluta. Combinando la ecuacion (3) con la ecuacion de

Hill parael bloqueo (1), tenemos:
[-AcCo /1 farmaco -1 = [famaco] / IC50 *exp(dzFVm/ RT)  (4)

La ecuacion (4) fue linearizada para gustar los datos en un intervalo ‘de
voltaes de-140 a-40 mV.

El curso temporal del decaimiento de lal-AcCo se gusté con la funcién:
1(t) = lo + Acexp(-¢/xq) + As exp(-ilTy), (5)
Donde I(t) es lacorriente en € tiempb t, I, es el componente asintotico, Af

y As son las amplitudes para los componentes rapido y lento, y X; ¥ Xs SOn sus

respectivas constantes de tiempo.
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Figura 8. Estructuras quimicas de los compuestos usados en este trabajo. Clorimipramina;
fluoxetina; imipramina; norfluoxetina (metaboiito activo de fluoxetina); trazodona; 6- nitro-quipazina;
indatralina y zimelidina.
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RESULTADOS

Debido a que se ha reportado que los ovocitos expresan ocasionalmente
receptores muscarinicos de AcCo [Kusano et al., 1977] se aplicdé AcCo (100
uM) a varios ovocitos de cada lote no inyectados con material genético.
Aquellos lotes en los que los ovocitos mostraron alguna respuesta muscarinica
no fueron utilizados. Ademas, también se aplicaron los diferentes farmacos
solos (a concentraciones mayores de 10 uM) para evaluar un posible efecto,
tanto en ovocitos sin inyectar como en aquellos que expresaron R-nic de

Torpedo, muscular y a2p4. En ninglin caso se observo respuesta alguna.

El efecto de los inhibidores del sistema de recaptura de monoaminas,
imipramina,  6-nitro-quipazina, trazodona, clorimipramina, indatralina,
norfluoxetina, fluoxetina y zimelidina, se evalto en los R-nic de Torpedo,
muscular y neuronal a2|34. Lal-AcCo fue inducida con bajas concentraciones
de AcCo, y después de gue la respuesta control alcanzd su nivel maximo se
coaplicaron AcCo y € famaco a una concentracion de 10 UuM.
Posteriormente, el farmaco se retird, dejando a ovocito expuesto a la AcCo
parapermitir larecuperacion de la1-AcCo (ver Figuras 9A y 9B).

El efecto de cada farmaco se determiné por la amplitud de I-AcCo mas €
férmaco, sobre la inducida por AcCo sola, a tiempo en e que € famaco se
retirg, obteniendo asi la fraccion de la corriente resistente a efecto del

farmaco.
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Figura 9. Efecto de los ISRM sobre la 1-AcCo. A) Registros representativos de las respuestas
control, en los diferentes subtipos de R-nic. B) Registros representativos del efecto de los
diferentes compuestos sobre ios diferentes subtipos de R-nic, obtenidos en los mismos ovocitos
mostrados en A. Encima de cada registro se muestra el compuesto o compuestos aplicados, asi
como su concentracién. Las barras encima de estos registros y en los subsecuentes representan el
tiempo de aplicacién. C) La altura de las columnas representa el promedio mas el EEM de la
fraccion de corriente persistente al final de la aplicacion de 10 \xM de los diferentes ISRM. El
namero de ovocitos registrados fue: Torpedo n = 3-6; neuronales a2p4 n = 4-10 y n = 4-7
musculares.

Los resultados muestran que los compuestos usados en este trabgo
reducen la I-AcGo con diferente potencia. Conforme a su potencia inhibitoria
en los diferentes.subtipos de R-nic, los compuestos pueden reunirse en dos
grupos: A) Inhibidores débiles (inhibicion < 50%), que incluyen: trazodona, 6-

nitro-quipazina, y zimelidina. Estos farmacos inhibieron la corriente inducida
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por AcCo en R-nic de Torpedo en 2-26% (n = 3), en los del subtipo neuronal

en 23-34% (n = 4-6) y en e muscular en 8-28% (n = 5). B) Inhibidores
potentes (inhibicion > 50%), formados por indatralina, clorimipramina,

imipramina, fluoxetina y norfluoxetina. Con estas sustancias (excepto'
norfluoxetinaen R-nic de Torpedo) € porcentaje de inhibicion fue de: 76-90%
(n = 3-6) paraR-nic Torpedo, 62-86% (n = 4-10) parael neurona a2p4, 'y 52-

93% (n = 5) para & muscular. El porcentge de la I-AcCo resistente a cada
f&rmaco en los diferentes R-nic Se muestran en laFigura 9C.

El porcentgje de recuperacion de la corriente muestra una relacion con la
potencia de inhibicion, de tal manera que los ovocitos expuestos a farmacos
con una potencia de inhibicion menor, muestran un mayor porcentaje en la
recuperacion de la corriente, que aguellos expuestds a farmacos con una
mayor potencia inhibitoria.

Después de esta breve exploracion, e estudio se enfocd a evaluar en
primera instancia los efectos de la imipramina, debido a que esta sustancia es

un farmaco de referencia entre los antidepresivos [Garattini et al, 1998].

Efectos de la imipramina en los R-nic
Se realizaron diversos protocolos experimentales para evaluar con mayor

detalle los efectos de laimipramina en los R-nic de Torpedo, neuronales a2(34

y musculares, haciendo mayor énfasis en los dos Ultimos subtipos.
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Inhibicién de la corrienteinducida por AcCo por efecto dela imipramina

Para conocer la relacion entre la concentracion de la imipramina y e
porcentaje de inhibicion de la I-AcCo se realizaron curvas concentracion-
respuesta, en ausencia y presencia del farmaco. La coaplicacion de una
concentracion constante de AcCo con diferentes concentraciones de
imipramina produjo una disminucion variable y réapida de la corriente (Fig.
10A). El porcentagje de inhibiciony €l nivel de recuperacion dependieron de la
concentracion de imipramina aplicaday del subtipo de R-nic. |
Los porcentgjes de la corriente resistente a la inhibicion por diferentes
concentraciones de la imipramina fueron ajustados con la ecuacion 1, la cua
nos proporciona la concentracion de imipramina que inhibe 50% de la
respuesta (/C0), y €l coeficiente de Hill (nH), que indica € nimero de
posibles sitios de union del farmaco en e receptor. Las |Csy que se obtuvieron
fueron de 0.66 £ 0.1 uM (n = 3-7) para los R-nic de Torpedo, 3.65 + 0.3 uM
(n=5-11) paralos R-nic neuronales a2(34 y 5.57 £ 0.19 uM (n = 4-7) paralos
musculares. Los nH fueron de 0.86 £0.11,0.73 + 0.04y 12 + 0.03 paralos R--
nic de Torpedo, neuronales a2(34 y musculares, respectivamente (Fig. 10B).
De este modo, la imipramina inhibe con mayor potencia a los R-nic de
Torpedo que alos neuronales o alos musculares. Ademas, conforme alos nH
obtenidos en los diferentes receptores estudiados aqui, la imipramina parece

interactuar con €l receptor en un solo sitio.
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Figura 10. Relacién concentracion-res puesta de la imipramina. A) Registros superpuestos
representativos de la I-AcCo sola y aquellos producidos por la coaplicacion con diferentes
concentraciones de imip en los R-nic de Torpedo (superior), neuronal a2p4 (centro) y muscular
(inferior). B) La relacion concentracion-respuesta de inhibicion de la imip en ios tres subtipos de R-
nic. Las respuestas en presencia de imip fueron normalizadas con respecto a las respuestas
controles maximas. Las lineas continuas fueron obtenidas ajustando los datos con la ecuacion 1. El
ndmero de ovocitos registrados fue: n = 3-7 para los de Torpedo, n = 5-11 para ios neuronales
az2p4, y n = 4-7 para los musculares. En esta figura y en las siguientes, imipramina esta abreviada
como imip.
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Tipo deinhibicion

Para conocer si la imipramina inhibe la respuesta de los R-nic a ocupar €l
sitio de unién de la AcCo, se realizaron curvas concentracion-respuesta. En
todos los casos la concentracion de imipramina se mantuvo constante y la de
AcCo se incrementé para obtener una relacion concentracion-respuesta
Ademas, se examinaron dos formas de aplicacion de la imipramina en
ovocitos que expresaron R-nic neuronales a2(34 y musculares para conocer S
la forma. de aplicar & farmaco modifica la respuesta. En la primera forma de
aplicacion los ovocitos fueron perfundidos simultdneamente con AcCo e
imipramina, y en la segunda, fueron eprestos durante 2 minutos a
imipramina y después perfundidos simultaneamente con AcCo e imipramina
Las curvas obtenidas para ambos subtipos de receptores con los
procedimientos antes mencionados (Figs. HA y 11B), muestran que la
inhibicion provocada por laimipraminano es superada por €l incremento en la
concentracion de AcCo. Ademés, € porcentge de inhibicion fue
independiente de la concentracion de AcCo. Todo esto sugiere que la

imipramina presenta una inhibicién no competitiva.

Por otra parte, la inhibicion de la corriente causada por la preincubacion
con imipramina fue mayor que cuando se aplicaron simultaneamente la AcCo
e imipramina (Figs.IlA y 11B y Tabla 8), por lo que se procedio a evaluar
mas detalladamente s diferentes formas de aplicacion producian distintos

porcentajes de inhibicion de corriente. .
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Figura 11. Inhibiciébn de la imip en R-nic neuronales oc2p4 y musculares. La relacion
concentracion-respuesta se obtuvo aplicando AcCo sola y AcCo mas imip en R-nic neuronales
a2p4 (A) y musculares (B). La imip se aplicé antes o simultaneamente con la AcCo (AcCo + imip 0
peincubacion con imip respectivamente). Los datos fueron normalizados a las respuestas controies
maximas de AcCo y ajustadas con la ecuacion 2. Los insertos muestran registros superpuestos
representativos de la I-AcCo control y aquellos obtenidos con la coaplicacién de AcCo e imip. El
ndmero de ovocitos para los R-nic neuronales a2(34 fue n = 4-9 y para los R-nic musculares fue de
n = 5-10 (Tabla 8).
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Tabla 8. Concentraciones efectivas 50% (ECS0) y coeficientes de Hill (nH),
de AcCo sola'y con imipramina en R-nic neuronales oc2p4 y musculares.
Imip = imipramina.

Tipo de aplicacién ECso (\XU) nH
R-nic neuronales cc2p4 .
AcCo sola 268+ 2.4(n=9) 12+ 01
AcCo+ 7 [i M imip 53.4+4.1(n=5) 14+ 03
Preincubacioncon 7\i M imip; 482 + 1.4(n=4) 09+0.2
R-nic musculares

AcCo sola 53+ 0.3(n=10) 1.1+0.1
AcCo+5\xM imip 136+ 13 (n-5) 13+02
Preincubaciéncon5\JLM imip| 138+ 1.2(n=15) 16+02

Diferentes formas de aplicacion de imipramina

Se realizaron una serie de experimentos para explorar € efecto causado por la
imipramina en los R-nic neuronales a2P4 y musculares, a ser aplicada en
cuatro formas diferentes. (D € ovocito fue preincubado con imipramina y
después se indujo la corriente con AcCo sola (Fig. 12A); (D después de inducir
la corriente con AcCo, se coaplicaron AcCo e imipramina (Fig. 12B); ® la
- AcCo y la imipramina se aplicaron smultaneamente (Fig. 12C); © los
ovocitos se preincubaron con imipramina e inmediatamente después se
coaplicaron imipramina y AcCo (Fig. 12D). Los resultados de estos
experimentos muestran que cuando la imipramina se aplico antes que la AcCo
(Fig. 12A), la inhibicién de la corriente fue similar a aquellas obtenidas

cuando fue coaplicada (Figs. 12B y 12C). Por otraparte, cuando € ovocito fue
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preincubado con imipramina seguido de la coaplicacion con AcCo e
imipramina, la inhibicion fue mayor (Fig. 12D y Tabla 9). Partiendo de estos
resultados, es posible sugerir que laimipramina interactta con ambos subtipos

de R-nic, tanto en la conformacion activa como en la de reposo.

A) B)

V V ‘TOnA

2min

C) ' D)

Figura 12. Diferentes formas de aplicacion de imip en R-nic. Como ejemplo se muestran las
diferentes formas de aplicacién en ovocitos que expresaron R-nic musculares. Las |-AcCo
controles fueron producidas por la aplicacion de 0.5 *M de AcCo sola y después se aplicaron 5 |¢tM
de imip en diferentes formas. Los ovocitos fueron princubados con imip y después se aplic6 AcCo
sola (A); la imip se aplic6 en presencia continua de AcCo después de que se alcanzoé la respuesta
méaxima (B); se coaplicaron simultdneamente AcCo e imip (C); se preincubé con imip e
inmediatamente después se coaplicé con AcCo (D). El niUmero de ovocitos registrados fue n = 5-7
para los R-nic neuronales a2p4 y n = 4 para los R-nic musculares (Tabla 9).
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Tabla 9. Porcentaje de [-AcCo resistente en las diferentes formas de aplicacion
de laimipramina.

Tipo de aplicacion R-nic neuronales R-nic muscular
ct2P4
(D imip, AcCo 42.6 + 83 (n=6) 428+ 2.7 (n=4)
© AcCo, AcCo + imip, AcCo 489+ 48 (n=5) 442+ 45 (n=4)
® AcCo + imip 56.9+75(n=7). 51.1+ 6.5 (n=4)
© imip, AcCo + imip 706+ 38 (n=16) 717+ 17 (n=4)

La corriente en los R-nic musculafes fue inducida por la aplicacion de 0.5 \M de AcCo e inhibida
con 5 jxM de imip, y en el R-nic neuronales a2p4 con 5 ftM de AcCo y con 4 |iM de imip. Los datos
muestran la respuesta normalizada promedio + el EEM.

Efecto del voltaje en la inhibicion

Para determinar si la imipramina esta interactuando dentro del canal iGnico o
externamente en los R-nic neuronaes 002|34 y musculares, se estudié la
inhibicion de la corriente inducida por AcCo como una funcion del potencial
de membrana. La Figura 13A muestra € efecto tipi06 de 10 VI de
imipramina en la corriente inducida por 0.5 uM de AcCo en un ovocito que
~ expresd R-nic musculares. Se aplicaron pulsos a diferentes voltgjes (de-140 a
40 mV en incrementos de 20 mV) a partir de un potencial de membrana de -
60 mV, antes, durante la aplicacion de AcCo sola y con AcCo maés
imipramina. |

Los resultados de estos experimentos se analizaron usando el modelo de
un solo sitio de bloqueo [Woodhull, 1973; Garcia-Colungay Miledi, 1996],

que permite calcular la distancia eléctrica correspondiente a la fraccion de
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campo eléctrico que es sensado en @ sitio de unién de laimipraminag, si éste se
localiza dentro del canal ionico (Fig. 13B).

La corriente producida por la AcCo en presencia de imipramina (Iimip) fue
comparada con la corriente control (-ACcco) en cada potencial de membrana. El
bloqueo de la corriente inducida por AcCo, debido a efecto de la imipramina,
dependio ligeramente del voltaje en R-nic neuronales a2(34 y musculares.

En los ovocitos con R-nic neuronales cc2p4 la distancia eléctrica fue de
0.10 £ 0.02 (n=7) y en los ovaocitos con R-nic musculares fue de 0.12 + 0.02
(n=6), lo que indica, en ambos casos, que laimipraminainteractia en el poro
del complgo receptor-canal, en la vecindad de la porcion extracelular. Por
otra parte, la concentracion de imipramina que inhibe lamitad de la respuesta
a0 mV, la/C"r0O), fue de 121 {xM para los ovocitos con R-nic neuronales
a2(34 y de 3.61 uM para los R-nic musculares. Estos valores son menores a
aguellos obtenidos a-60 mV. Las Fi guras 13C y 13D muestran las relaciones

corriente-voltgje para los R-nic neuronales a2p4 y para los musculares.
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DE LA BIBLIOTECA

79



A) B)

............... imip 10 uM 5] &  muscular
— AcC005JIM e ¢ cizp
- = 4 __g —
g | LA
E e"‘ y
100 nA <§
120 s < ]
eﬂ-

L T T T T T T T

-140 -120 -100 -80 -60 -40

0 P Vm (mV)
Vm (mv) 0.2} Vim (mV) 024
160 _-120 -BL_P S 160 120 80 __-40 40
/:f/i/l © 18
¥ e 13
= [3
0.4 € {E
S} 2
S 8
Q
—=®-- Control -0.8- 8 —=— control 081 8
._~|m|p ~—o— imip
-1.0- -1.0°

Figura 13. Dependencia al voltaje de la inhibicién de la 1-AcCo, por efecto de la imip. A)
Registros representativos de la respuesta producida por la aplicacion de AcCo sola y de la
inhibicién producida por la imip en R-nic musculares. Los potenciales de membrana se mantuvieron
a-60 mV, y a partir de éste se aplicaron pulsos de 20 mV, desde -140 a 40 mV, en los ovocitos
con solucion de Ringer, AcCo y AcCo mas imip. B) Inhibicion por imip de la I-AcCo en funcién de
potencial de la membrana en R-nic neuronales a2p4 y musculares. Las lineas continuas fueron
obtenidas al ajustar ios datos a un modelo de blogueo de un solo sitio de unién, usando la
ecuacion (4). C) Relacion corriente-voltaje de AcCo en ausencia y presencia de imip en R-nic
neuronales cc2p4 y musculares. D) Las I-AcCo con y sin imip fueron normalizadas a la respuesta
control obtenida a -140 mV. El nimero de ovocitos registrados fue de n = 7 para el R-nic
neuronales a2p4 y n = 6 para los musculares.

TESS CON

Efecto de la imipramina en e decaimiento dela corriente FALLA DE ORIGEN

Los. cambios en e decamiento de la corriente inducidos por la imipramina

fueron estudiados en ovocitos que expresaron R-nic neuronales a2|34 vy
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musculares. La corriente control se indujo con 100 |[iM (R-nic neuronaes
a2P4) o0 5 uM AcCo (R-nic musculares). En ambos subtipos de R-nic, en
presencia continua de la AcCo, la corriente control alcanzo su pico y después
declind. Este decaimiento de la corriente es debido principamente a la
desensibilizacion de los receptores [Katz y Thedeff 1957]. Cuando la AcCo
fue coaplicada con 7 uM (R-nic neuronales a2(34) o 10 javl (R-nic
musculares) de imipramina, € pico de la corriente (Ipico) fue sustancialmente

reducido y el decaimiento de la corriente se acelerd (Fig. 14).

..................... imip 10 uM SPORIN (o' o Jr A1 111
AcCo 5 uMm AcCo 100 uM

120 s

Figura 14. La imip acelera el decaimiento de la 1-AcCo. Los registros de la respuesta control y
aquellos obtenidos en presencia de imip en los R-nic neuronales a2p4 (A) y musculares (B) se
muestran normalizados y superpuestos. Las respuestas controles fueron 5.12 (iA (A) y 54.6 piA (B);
mientras que en presencia de imip fueron 1.34 \iA (A) y 11.5 |iA (B). El nimero de ovocitos
estudiados que expresaron R-nic neuronales ct2p4 fue de n = 4 y para los R-nic musculares fue de
n =6 (Tabla 10).
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El decamiento de la corriente en ausencia y presencia de imipramina se

analizd de dos formas:

1) se compard la fracciéon de la corriente que disminuy6 a fina de la
aplicacion, con respecto a la corriente maxima en el mismo registro, es
decir, con su propio pico de corriente (Dﬁ) obtenida con AcCo sola o con
AcCo + imipramina En ambos subtipos de receptores, la disminucion de
la corriente fue mayor debido alapresencia de laimipramina (Tabla 10).

2) la tasa de decaimiento en presencia o ausencia de imipramina fue
gustada con funciones exponenciales. El decaimiento de la corriente
inducida por AcCo sola se gustd a una funcion exponenCiaI, mientras que
en presencia de imipramina se gusté a la suma de dos funciones
exponenciales. En los dos subtipos de receptores, las dos constantes de
tiempo del decaimiento de la corriente en presencia de imipramina fueron
mas rapidas que las de los controles (Tabla 10). Adicionalmente, se
observé una corriente de cola transitoria cuando se lavaron la AcCo y la
imipramina. Tal efecto se obtuvo con concentraciones atas de AcCo y fue
méas evidente en los R-nic neuronales ot2p4 que en los musculares (Fig.
14). Este proceso ha sido atribuido a lareversion del bloqueo de la AcCo
dd cana abierto [Dilger y Lui, 1992; Lester y Dani, 1995; Garcia-
Colungay Miledi, 1995]. Sin embargo, cuando ala solucién de lavado se
le aplicod imipramina, la corriente de cola no se observd, 1o que sugiere
gue dicha corriente se debe posiblemente a lareversion dd blogueo de la
imipramina, de forma similar a lo que ocurre con la 5-HT y la atropina
[Garcia-Colungay Miledi, 1995; Zwarty VijVerberg, 1997].
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Tabla 10. Amplitudes y constantes de tiempo de los componentes del decaimiento

de la corriente en R-nic neuronales a2p4 y musculares.

Pardmetros R-nic neuronales a2p4 (n = 4) R-nic musculares (n = 6)
Concentracion 100 uM AcCo 100 uM AcCo 5 uM AcCo 5 "M AcCo
+ 10 uMimip + 10 UM imip
%/ pto0,* (NA) 2 860 +681 756 +137 34 268+15,028 | 8 967 + 2 360
Dr 0.62+ 0.3 095+ 08 0.36 £0.07 0.91 + 0.03
lo 0.18 £0.06 0.01 + 0.00 0.45 £ 0.07 0.05 £ 0.04
A 0.83 + 0.07 0.60 +0.10 0.54 + 0.08 0.60 £0.11
T:(9) 220.2 + 30.8 47.46 £20.90 | 1269 +23.0 525 +25.0
R s 041+009 | - 0.39 £ 0.06
Tig | e 84.85+28.40 | = wme- 95.2 +23.0

La amplitud promedio de 1-AcCo para los R-nic neuronales a2p4 fue de 5 127 nA, y para los
musculares de 54 600 nA. Las amplitudes de los componentes rapidos (Af), lentos (A) y asintoticos
(/o) fueron normalizadas con la amplitud de la corriente total. La aplicacion de AcCo e imip fue
simultdnea. Los valores en la Tabla son las respuestas normalizadas promedios y los EEM. El

nimero de ovocitos estudiados se encuentra entre paréntesis.

Efecto de la clorimipramina sobre los R-nic a2p4

Debido a que la clorimipramina mostré un potente efecto inhibitorio sobre los

R-nic y a que su estructura molecular es muy semejante a la de la imipramina,

también se realizé una caracterizacion detallada de sus efectos en los R-nic

neuronales a2P4.




Efecto de la clorimipramina sobre la corriente inducida por AcCo

Los protocolos experimentales utilizados para caracterizar €l efecto de este
famaco son esencialmente los mismos que se describieron en la
caracterizacion de la imipramina. Para conocer la relacion entre la
concentracion del farmaco y porcentgje de inhibicién de la corriente, se
realizaron curvas concentracion-efecto, aplicando diferentes concentraciones
de clorimipramina y una concentracion fija de AcCo. Ademas, se realizaron
dos. tipos de curvas para averiguar S la forma de aplicacion de la
clorimipramina produce resultados diferentes.

En la Figura 15 se muestran los dos protocolos usados. El primero (Fig.
15 A) consistié en inducir la corriente control, y una vez que alcanzé € pico de
corriente, se coaplicd AcCo con clorimipraming; posteriormente se retiro el
farmaco, para permitir la recuperacion de la respuesta. En la segunda forma
(Fig. 15B), los ovocitos se prei ncubaron con clorimipramina y después se
coaplicaron AcCo y clorimipramina. |

En ambos casos, la fraccion de inhibicion y € nivel de recuperacion de la
corriente  dependieron de la concentracion de clorimipramina.  Con
preincubacion, la ICsy fue de 1.26 £ 0.23 uM (n = 3), con un nH de 0.78 +
0.11, y sin preincubacion, lalCsy iue de 154 + 0.33 ™M (n=3) y & nH de
0.85 £0.15 (Fig. 15C). De acuerdo con e nH, se puede sugerir que la
clorimiprami na interacta con los R-nic neuronales a2p4 en un solo sitio, y
que aparentemente es necesaria la activacion del receptor para que la
clorimipramina gjerza su efecto, ya que la inhibicién en ambos protocolos fue

smilar.
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Figura 15. Relacidon concentracion-efecto de la clorimipramina. A) Registros superpuestos de la
I-AcCo control y en- presencia de clorimipramina, a las concentraciones indicadas. B) Registros
representativos de la I-AcCo control y aquellos obtenidos con la preincubaciéon de los ovocitos con
clorimipramina y después coaplicando AcCo y clorimip. C) Relaciones concentracion-respuesta
obtenidas cuando la clorimip se aplicé después de que la I-AcCo alcanzé su pico (circulos vacios)
0 cuando los ovocitos fueron preincubados con clorimipramina (circulos llenos). En esta figura y en
las siguientes la clorimipramina esta abreviada como clorimip.

Tipo deinteraccion de la clorimipramina con los R-nic

Para determinar s la clorimipramina se une en los R-nic neuronales a2J34, en
los sitios de union de AcCo se realizaron curvas concentracion-respuesta en
las cuales la concentracion de clorimipramina se mantuvo constante, en tanto
la concentracion de AcCo fue incrementandose. En las curvas concentracion-
respuesta de AcCo mas clorimipramina los ovocitos fueron preincubados con
clorimipramina durante 2 minutos y posteriormente se coaplicaron AcCo y

clorimipramina.
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Los valores obtenidos gustando la ecuacién 2 fueron: laECsQ de la AcCo
sola fue de 39.89 £2.14 uM, y e nH de 140 + 0.25, en tanto que estos valores
en presencia de clorimipramina fueron 65.69 = 357 |aM y 176 + 0.16,
respectivamente. Las curvas de la Figura 16 muestran que la inhibicién
inducida por la clorimipramina no fue superada por € incremento en la
concentracion de laAcCo y que € por'centaj‘e de inhibicion fue independiente
de la concentracion de la AcCo, por lo que se sugiere gue la inhibicion es de

tipo no competitivo.

10 Acco - o
AcCo més clorimip2 uM O
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Figura 16. Inhibicion de la 1-AcCo por efecto de la clorimipramina. Las graficas muestran la
relacién concentracion-respuesta para AcCo sola y en presencia de clorimip. Las amplitudes de las
I-AcCo fueron normalizadas a la I-AcCo control maxima, y se ajustaron con la ecuacién 2 (lineas
continuas). Inserto: Registros representativos de la I-AcCo control y aquella en presencia de
clorimip. Cada punto se obtuvo de tres ovocitos.
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El efecto dedl voltaje en la inhibicion

La Figura 17 muestra un registro tipico del efecto de 2 uM de clérimipramina
en la corriente de membrana inducida por 1 XM AcCo. El potencia de
membrana del ovocito se mantuvo a-60 mV, y a partir de éste se aplicaron
pulsos de voltge (desde -140 a 40 mV en incrementos de 20 mV), antes 'y
durante la aplicacion de AcCo solay con clorimipramina.

La corriente obtenida en presencia de clérimipramina fue comparada con
la respuesta control en cada potencial de membrana. L os resultados obtenidos
fueron analizados usando un modelo de sélo un sitio de union [Woodhull
1973; Garcia-Colungay Miledi, 1996]. El bloqueo de la corriente por efecto
de la clérimipramina fue dependiente del voltaje. La distancia eléctrica
calculada fue de 0.14 + 0.06 (n = 6), lo que indica que la clorimipraminag, a
igual que la imipramina, posiblemente interactda dentro del canal idnico en
una region cercana a la porcion extracelular del R-nic neuronal ct2P4. La

1Cs50(0) fue de 160 uM, un valor semegjante a obtenido a-60 mV.
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Figura 17. Dependencia al voltaje de la inhibicion de la 1-AcCo por la clorimipramina. Las
relaciones |-AcColvoltaje en ausencia y presencia de clorimip. El potencial de membrana se
mantuvo a -60 mV y se aplicaron pulsos de 20 mV desde -140 mV hasta 40 mV, cuando los
ovocitos fueron perfundidos con solucién de Ringer, Ringer mas AcCo y Ringer mas AcCo y
clorimip. La magnitud de la respuesta fue normalizada a ia I-AcCo control obtenida en -140 mV y
después fueron graficadas contra el potencial de membrana. Inserto: Registro representativo de la
respuesta inducida por AcCo sola y en presencia de clorimip. El nUmero de ovocitos estudiados fue
de 6.

Efecto dela clorimipramina en e decaimiento de la corriente

Cuando las corrientes de membrana fueron inducidas con la aplicacion 100
uM AcCo durante varios minutos, éstas alcanzaron un pico de corriente y
posteriormente declinaron. Cuando los ovocitos fueron expuestos a 100 M

AcCo € pico de corriente fue de 4.38 + 0.65 \xA, y en presenciade 2 [aM o
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10 uM de clorimipramina, éste se redujo ostensiblemente a 106 + 0.53 Ay
0.86 + 0.20 jxA, respectivamente (Fig. 18A).

El decaimiento de la I-AcCo se analizd de igual manera como se explico
anteriormente para la imipramina. Primero: se compard el porcentgje de la
corriente que decae a fina de la aplicacién de la AcCo sola o con
clorimipramina con respecto a su propio pi'co de corriente (Dy); este valor fue
mayor en presencia de clorimipramina. Segundo: |a tasa de decaimiento fue
gustada con funciones exponenciales (ecuacion 5). El decaimiento de la
corriente control se gjustd con una funcion exponencial, mientras que en
presencia de clorimipramina (2 o 10 uM) €& decaimiento declind
bifésicamente agjustandose a dos funciones exponenciales (Fig. 18). Sin
embargo, con 10 |aM de clorimipramina se observé un componente adicional
entre los componentes lento y rgpido, el cua consistio en un incremento breve
oy pequeﬁo de la corriente (~ 30 S) que no fue considerado en e guste de
funciones exponenciales.

Las dos constantes de tiempo del decaimiento de la [-AcCo en presencia
de clorimipramina fueron mas rapidas que la del control (Tabla 11 y Fig. 18).
Latasa de las amplitudes Aj/A, disminuye con e aumento de la concentracion
de clorimipraming, en tanto que A, permanece mas altaque el A]. Ademas, las

constantes de tiempo no varian (Tabla 11 y Fig. 18).
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Figura 18. La clorimipramina acelera el decaimiento de la 1-AcCo. A) Registros
representativos superpuestos de la I-AcCo control y aquellos obtenidos en presencia de clorimip,
a las concentraciones sefialadas. B) Los mismos registros de (A) normalizados. La flecha ilustra
el incremento transitorio de la f-AcCo en presencia de clorimip.

Tabla 11. Amplitudesy constantes de tiempo de los componentes
del decaimiento dela corriente.

Pardmetros AcCo 100 uM (8) | AcCol00uM + 2ulVi | AcCol00u,M+10uyVI
clorimipramina (4) clorimipramina (4)
Dyt 0.60 + 0.09 0.74 £ 0.05 0.94 + 0.03
/o 0.34 + 0.05 0.11+0.04 0.03 £ 0.02
A 0.66 £ 0.05 0.37 £ 0.11 0.66 £0.13
Tr(s) 219.68 + 13.57 3.71 £ 048 4.09 + 0.55
Ai 0.54+0.13 0.31+0.13
L 167.17+ 41.94 142.79 + 32.95
N7 S S ——— 146 0.46

Las amplitudes' de los componentes rapido (A), lento (A\) y del componente asintético (/p) fueron
normalizados a la amplitud de ia corriente total. La aplicaciéon de AcCo y clorimipramina fue
simultanea. Los valores mostrados son los promedios y los EEM. Entre paréntesis se indica el
numero de ovocitos estudiados.
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DISCUSION

En este trabgjo se encontrd que diversos compuestos con diferentes estructuras
quimicas y selectividad para los sistemas de recapturade NA, 5-HT y DA son
capaces de inhibir la respuesta inducida por AcCo en los R-nic de los subti pos
muscular fetal (Torpedo y ratén) y en e neuronal ct2p4. Los compuestos
estudiados en este trabajo muestran un perfil de inhibicion diferente en cada
subtipo de receptor, pero se deberdn realizak mas estudios para conocer con
mayor detalle su interaccion, no sdlo con estos subtipos de receptores, sino
también con otros subtipos de R-nic neuronales y muscular adulto.

Esta exploracién inicial proporcioné otro resultado que podria ser
relevante para comprender megor la interacciéon de la fluoxetina vy
norfluoxetina con los R-nic. En estudios previos se ha mostrado que la
fluoxetina, un inhibidor selectivo del sistema de recaptura de 5-HT
ampliamente utilizado en la préctica clinica [Sthal, 2000], produce una
inhibicion no competitiva en R-nic de los subtipos muscular fetd y los
neuronales a2p4, a3(34 y oc/ expresados en ovocitos de Xenopus [Garcia-
Colunga et al, 1997a; Maggi et al, 1998], en los subtipos muscular feta
expresado en la linea celular TE671/RD y los neuronales a3p4ct5 vy
a3)34abp2 expresados en lalinea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano
[Fryer y Lukas, 1999a], e inhibe la liberacion de NA mediada por R-nic en
hipocampo de rata [Hennings et al, 1997].
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En este trabgjo se muestra que la norfluoxetina tiene una potencia de
inhibicion semegjante a la fluoxetina en los R-nic musculares y neuronales
a2(34. Lanorfluoxetina se produce in vivo como resultado de la desmetilacion
de la fluoxetina por e sistema enziméticd PA50 (CPY450) presente en
higado e intestino delgado, y se ha demostrado que es un metabolito activo en
los sistemas de recaptura de monoaminas [Stahl, 2000]. En estudios con
pacientes deprimidos en donde se evaluaron las concentraciones plasmaticas
de fluoxetina y norfluoxetina, se encontré que es de ~ 14 uM y en cerebro
alcanzan 20-80 |VI [Karson et al, 1993; Kornhuber et al., 1995], por lo que
resulta probable que tanto la fluoxetina como la norfluoxetina puedan inhibir
diferentes subtipos de R-nic en el SNC. -

El efecto inhibitorio no competitivo de la imipramina en los R-nic
musculares {Torpedo y muscular fetal) observados en este trabago, concuerdan
con los reportados por Aronstam [1981] y de Eldefrawi y colaboradores
[1981], realizados con R-nic de Torpedo y musculo de rana. En estos
receptores € sitio de unién de la imipramina no esta bien establecido. Por un
lado, Aronstam [1981] propuso que € sitio de unién de la imipramina era €l
mismo que € de la fenciclidina y la perhidrohistrionicotoxina, que se
encuentra dentro del canal i6nico; por otro lado, Eldefrawi y colaboradores
[1981] propusieron que € sitio de union se localiza dentro del canal ionico,
pero que es diferente a de los compuestos antes mencionados.

En contraste con € efecto de laimipramina en e musculo de rana, donde
se ha reportado que la imipramina no modifica el decaimiento de la corriente
de la placatermina [Eldefrawi et al, 1981], en este trabgjo se encontro que la

imipramina acelera e decaimiento de la corriente en los R-nic musculares, lo
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gue podria deberse a las diferencias en las preparaciones experimentales, y de
la composicion de los receptores (difieren en una subunidad), en particular a
las diferencias moleculares en laregion M2 que existen entre el R-nic de rana
adultay raton fetal [Le Novérey Changeux, 2001].

Tanto la clorimipramina como la imipramina aceleraron el decaimiento de
la corriente en los R-nic estudiados aqui, fendmeno que se debe al bloqueo de
los canales idnicos y probablemente a aumento en la desensibilizaciéon. Sin
embargo, se requieren estudios més detallados para evaluar 1os cambios en la
cinética de los R-nic. '

Por otra parte, GarciaCohmga y Miledi [1QQGj obtuvieron un valor de
0.17 de distancia electrica para el sitio de union de la espiperona (antagonista
de receptores de 5-HT) y, en este trabgjo, se calcul6 unadistancia similar para
la imipramina (0.12) en e mismo subtipo de receptor, por lo que es probable
gue ambos compuestos interactien en e mismo sitio 0 en sitios muy cercanos

dentro del canal i6nico del R-nic.

Se hareportado que laimipramina (1 uM) potencia la corriente inducida
por AcCo en fibras musculares de rana [Eldeirawi et ai, 1981]. Sin embargo,
bao las condiciones experimentales de este trabgo, concentraciones
semgantes e incluso menores gercen un efecto inhibitorio, pero se necesita
realizar mas estudios para esclarecer s ocurre una potenciacion en este
subtipo de R-nic.

En los dos subtipos de R-nic musculares fetales estudiados aqui, € de
Torpedo y € muscular, lalCsy de laimipramina en e Torpedo fue menor que
aguella encontrada en el muscular; es probable que esto se deba a las
diferencias moleculares existentes en e segmento M2, e cua forma eI‘ canal

ionico [Le Novére y Changeux, 2001]. Se sabe que pequeiias diferencias en
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los AA en € interior del cana pueden provocar diferencias funcionales. Por
gemplo, Eterovic y colaboradores [1993] encontraron que la diferencia en la
afinidad a la fenciclidina entre R-nic del organo eléctrico del Torpedo y €
muscular fetal de ratdn, se debia a la diferencia de tres AA localizados dentro
del canal ionico. |

Por otra parte, €l efecto inhibitorio de la imipramina en los R-nic
neuronales a2(34, al igua que en. los musculares, a parecer se realiza atraves
de un mecanismo estérico. Considerando la distancia el éctrica obtenida (0.10),
parece probable que € sitio de unidn de la imipramina se localice dentro del

canal i6nico, cerca de la parte extracelular.

El efecto inhibitorio en e R-nic neuronal a2p4 mostrado por la
espiperona, la fluoxetina [Garcia-Colunga y Miledi, 1995; Garcia-Colunga et
ai, 19973, la imipramina y clorimipramina estudiados en este trabgo,
parecen gercer su efecto inhibitorio a través de un mecanismo estérico.
También es probable que € sitio de unién de la clorimipramina, imipraminay
espiperona sea el mismo, o estén muy cercanos, localizados todos mas haciala
region extacelular que el de la fluoxetina, ya que los valores de distancias
gléctricas son semgantes (espiperona = 0.17, imipramina = 0.10,
clorimipramina = 0.14, fluoxetina = 0.23).

El efecto inhibitorio mostrado por los ‘compuestos estudiados en este
trabgo sobre los R-nic, también lo presentan otros antidepresivos en
diferentes subtipos de R-nic neuronales. Los antidepresivos amitriptilina y
nortriptilina presentan este efecto en R-nic de la unién neuromuscular de rana
[Schofield et al, 1981], el bupropion, la sertalina, la paroxeting, |a nefazadona

y la venlafaxina muestran inhibicién no competitiva en R-nic de los subtipos



muscular en la linea celular TE67L/RD y en los neuronales a3p4ct5 y
a3p4abp2 presentes en la linea celular SH-SY5Y de neuroblastoma humano
[Fryer y Lukas, 1999a; 1999b]. Ademas, la nisoxetina, citalopram,
nomifensina y desimipramina muestran un efecto similér en los R-nic que
médian la liberacion de NA en hipocampo y en neuronas del ganglio cervical
superior de rata [Hennings et al, 1999].

El mecanismo estérico de laimipraminay la clorimipramina en los R-nic
neuronales a2(34, propuesto en este estudio, contrasta con e mecanismo de
inhibic.ién alostérico propuesto para la imipramina por Ranay colaboradores
[1993] en R-nic de neuroblastoma humano SH-SY5Y, los cuales estan
compuestos por subunidades oc3, (34, a,5, P2 y al [Lukas, 1998], lo cua
sugiere que e mecanismo de accidn varia entre los diferentes subtipos de R-
nic neuronales. Sin embargo, e mecanismo de inhibicién estérico, a parecer,
es e mas comln, ya que en los compuestos en los que se ha estudiado en
detalle e mecanismo de inhibicion, éste se presenta en la mayoria de los
casos. El mecanismo estérico se ha encontrado en la interaccion de la
fluoxetina con los R-nic musculares feta y los neuronales a2p4; a3P4 y al
[GarciaColunga et al, 1997a; Maggi et al, 1998], la amitriptilina y la
nortriptilina en los R-nic de la unién neuromuscular de rana.[SchofieId et al,
1981], la imipraminay la clorimipramina en R-nic de Torpedo [Aronstam y
Narayan, 1981; Aronstam, 1981; Eldefrawi etal, 1981].

Aungue se requieren mas estudios para conocer las implicaci ones clinicas
de las interacciones entre los compuestos inhibidores de los sistemas de
recaptura y los diferentes R-nic, las evidencias experimentales anteriormente

analizadas sugieren que el antagonismo de estos compuestos en los R-nic no
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es un fendmeno aislado, sino por e contrario, una caracteristica comun. Es
probable, ademés, que la interaccion entre los R-nic y los antidepresivos
ocurrain vivo, s consideramos que las 1CsQ de la clorimipramina (1.53 uM) y-
de laimi pramina (3.65 \iM) encontradas en este estudio son inferiores a las
concentraciones encontradas en el cerebro de pacientes tratados con estos
f&rmacos. Por gemplo, las concentraciones encontradas en la sangre de
pacientes con trastornos de ansiedad son de ~ 0.3 (VI [Marcourakis et al.,
1999; Herrera et al, 2000], pero en e cerebro acanzan concentraciones 13
veces mayores [Weigmann et al., 2000]. En lo que respecta a la imipramina,
las concentraciones plasméticas en pacientes deprimidos pueden alcanzar ~ 2
um [Hollister, 1982], y se ha sugerido que las concentraciones en €l cerebro

pueden ser 11-16 veces mayores [Besret et al, 1996].

Se hamostrado que tanto la clorimipramina como laimipramina producen
metabolitos bioactivos in vivo, principalmente sus productos desmetilados, |a
desimipraminay la desmetilclorimipramina, cuyas concentraciones en cerebro
son semejantes a las de sus precursores [Besret et al., 1996; Weigmann et al,
2000]. Ademas, se hamostrado que la desimipramina, tiene efectos similares a
los de la imipramina en los R-nic presentes en la linea celular SH-SY5Y
[Rana et al, 1993], en tanto la desmetilclorimipramina es més potente en R-
nic de Torpedo [Aronstam y Narayanan, 1981], por lo que es razonable
suponer gque estos metabolitos bioactivos también interactden con los R-nic in
Vivo.

Por otra parte, es importante resaltar que los tratamientos con
antidepresivos son crénicos y llegan a durar meses [Stalh, 2000], por lo que

resulta necesario estudiar los efectos cronicos de los antidepresivos sobre los



diferentes subtipos de R-nic, ya que, como se mostré en la Figura 12, la
imipramina puede interactuar con e R-nic neuronal a2(34 incluso en estado de
reposo y provocar una disminucion de larespuesta al agonista.

Otro aspecto que deberia explorarse es el efecto de inhibicion de los R-nic
por la clorimipramina durante la terapia para dgjar de fumar, ya que los
antidepresivos bupropion, la fluoxeting, nortriptilina y e bloqueador no
competitivo de R-nic, la mecamilamina, son efectivos en estas terapias
[Leischow y Cook, 1999], El mecanismo de accidn no se conoce bien, pero se
propone que estos compuestos participan modulando los niveles de NA y DA
[Leischow y Cook, 1999]. Considerando que la clorimipramina muestra
propiedades inhibitorias similares en el sistema de recaptura de monoaminas y
en la inhibicion de R-nic [Richelson, 1994; Schofield et al.; 1981; Fryer y
Lukas, 1999b; Garcia-Colunga et al, 1997a; Maggi et al, 1998], es razonable
penSar gue quizas la clorimipramina sea de utilidad en la terapia para degjar de
fumar; sin embargo, esto requiere de una investigacion detallada.

Por dltimo, seria de utilidad conocer € efecto de los compuestos
estudiados aqui sobre R-nic neuronales a4|32 y ct7, debido a hecho de que
tales receptores son los mas abundantes y se encuentran expresados en

estructuras relacionadas con los estados de emociédn [Picciotto et al, 2000].
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CONCLUSIONES

1. Los inhibidores de los sistemas de recaptura de monoaminas, la
imipraming, 6-nitro-quipazina, trazodona, clorimipramina, indatralina,
fluoxetina, norfluoxetinay zimelidina, inhiben la respuesta a AcCo en los
R-nic de Torpedo, musculares del subtipo fetal y neuronales cc2p4.

2. Los compuestos menos potentes (< 50%) en los tres subtipos de R-nic

~ fueron: trazodona, 6-nitro-quipazina y zimelidina. Los compuestos mas
potentes fueron: indatralina, clorimipramina, imipramina, fluoxetina y
norfluoxetina.

3. El perfil farmacoldgico de estos compuestos en cada subtipo de R-nic fue
NEURONALES a2p4: norfluoxetina > clorimipramina > indatraina >
fluoxetina > imipramina > zimelidina > 6-nitro-quipazina > trazodona;
MUSCULARES DEL SUBTIFO FETAL DE RATON: norfluoxetina > fluoxetina >
imipramina > clorimipramina > indatralina > zimelidina > trazodona > 6-
nitro-quipazina;, TORPEDO: imipramina > fluoxetina > clorimipramina >
indatralina > zimelidina > 6-nitro-quipazina > trazodona.

4. La imipramina inhibe la respuesta a AcCo en los R-nic musculares del
subtipo fetal, neuronales at2(34 y de Torpedo en forma concentracion
dependiente. En los R-nic musculares del subtipo fetal y neuronales a2|34
la imipramina presenta un antagonismo no competitivo a través de un

mecanismo estérico.



La imiprarnina interactla con los R-nic musculares fetales y neuronales
a2p4 en la conformacion de reposo.

La clorimipramina inhibe la respuesta a AcCo en los R-nic neuronales
a2p4 de forma concentracion dependiente y no competitivo, a través de
un mecanismo estérico.

Al parecer, la clorimipraminano interactta con los R-nic neuronales a2(34
en la conformacién de reposo.

La imipramina y la clorimipramina interactan con los R-nic neuronales

a2J34 en un mismo sitio dentro del canal, o en sitios muy cercanos.
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ANEXO A

Extraccion dd ARNm dd 6rgano eéctrico de Torpedo californica®
mediante € método detiocianato de guanidina. |

Este método se usaparaaidar ARN total apartir de muestras de tgjidos.

Materiales
Dietilpirocarbonato (DPC).
Agua desionizada estéril.
Citrato de sodio.
Sarcosil.

Tiocianato de guanidina.
Fenal.

Cloroformo.

Alcohol isoamilico.
Acetato de sodio.

10. Acido acético.

11. Mercaptoetanal.

© 0 N O 0 b WDN R

12. Isopropanal.
13. Isoproterenal.
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Soluciones

Todas las soluciones se elaboran con agua desionizada, estéril y tratada con
dietilpirocarbonato (DPC).
1. Aguatratada con DPC.

> W

A un litro de agua desionizada estéril sele agrega 1 mi de DPC.

Agitar durante dos horas.

Dear reposar toda la noche.

Edterilizar,

Citrato de sodio d 0.75 M con pH de 7.4.

Sarcosilal 10%. |

Solucion D.

200 mi de agua DPC egtéril.

189.05 g de tiocianato de guanidina

13.33 mi de lasolucidn de citrato de sodio d 0.75 M.

20 mi de la solucion de sarcosyl d 10%.

Mezclar hasta que todo se disuelvay aforar a 400 mi. Se debe proteger de
laluzy conéervar a4 °C.

Fenol saturado con agua.

Al fenol (yadescongelado) agregarle un volumen igua de agua estéil (Sin

' DPC) y agitar durante 20 minutos.

Dear reposar hasta que las fases se separen.

Eliminar la fase superior. Repetir una vez, teniendo laprecaucion de dgar
un poco de la fase superior. Lafase inferior es laque se usa.

Cloroformo: acohol isoamilico.

Poner 49 partes de cloroformo y una parte de dcohol isoamilico, mezclar.
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7. Acetato de sodio 2M apH 4.

A 30 mi de acido acético agregar 16.4 g de acetato de sodio, gustar a un
volumen final de 100 mi y pH de 4.

8. Solucion D més mercaptoetanol.

* A 20 mi de solucién D agregar 144 ul de 2-mercaptoetanol, agitar.

Procedimiento

1. Enuntubo Falcon de 50 mi poner 1 g detgjido solidoy agregar 10 mi de
solucién D més 2-mercaptoetanol; homogenizar durante 2-3 minutos.

2. Adicionar al tubo 1 500 \x\ de la solucion de acetato de sodio a 2 M, pH
4, homogenizar e invertir el tubo tres veces. |

3. Adicionar 1 volumen equivalente de fenol saturado con agua (10 mi),
homogenizar por inversion del tubo, suavemente.

4. Adicionar 3 000 ul dela éolucién cloroformo-alcohol isoamilico, agitar
enérgicamente durante 10 segundos y poner € tubo en hielo durante 15
minutos. .

5. Centrifugar durante 20 minutos a 10 000 rpm, a temperatura ambiente.

6. Sin perturbar lainterfase, transferir la fase acuosa (superior) a otro tubo,
a cual se le agrega un volumen equivalente de isopropanol y se colocaa
-20 °C durante 1 hora. El tubo con el precipitado se desecha.

7. Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a4 °C.

8. Decantar e sobrenadante (sin permitir que se seque € precipitado).

9. Resuspender en 8 mi de solucion D y poner la suspension en un bafio
con agua a 65 °C hasta que se disuelva € material. Ajustar con un

volumen equivalente de isoproterenal.
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- 10. Dgar precipitar a-20 °C por lo menos durante 1 hora con 30 minutos,
pero preferentemente toda la noche.

11. Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Decantar €
sobrenadante y adicionar 10 mi de etanol a 70%.

12. Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Décantar el
sobrenadantey adicionar 10 mi de etanol a 70%.

13. Decantar €l sobrenadante y adicionar 7.5 mi de etanol a 70%.

14. Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Decantar €l
sobrenadante. Poner €l tubo en posicion invertiday dejar secar a aire.

15. Resuspender en agualibre de ARN y ARNasas (generalmente 300 ul).

Purificacion del ARNm por cromatografia en oligo (dt)" celulosa.

Materiales

Columnas de oligo (dt)" celulosa.
Agua estéril.

DPC. |

NaOH.

KCL

HEPES.

NaOH.

N o g s~ WD p

Soluciones
1. NaOH.

2. KCla 05\xHEPES ad 5mM y pH 7.5 gjustado con NaOH.
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3. KC11M.

4.
S.

HEPES 5 mM con pH 7.5 gustado con NaOH.
Etanol a 70% preparado con aguay con DPC.

Procedimiento

1.

o o bk~ w

10.

11.

12.
13.

Preparacion de las columnas.

- Lanoche anterior alapurificacion, alas columnas se les pone agua estéril

con 0.1% de DPC, y se dgan agitando durante toda lanoche.

Al diasiguiente, las columnas se esterilizan en la autoclave.

Pasar 8 mi de solucion de NaOH a 0.1 N y se dga drenar completamente.
Lavar con 8 mi de agua estéril.

Lavar con 8 mi de solucion de KC1 a 0.5 My HEPES d 5 mM y pH de
7.5, gustado con NaOH.

Adicionar a la muestra un volumen equivalente (300 jul) de solucion de
KC1 a 1M, mezclar y calentarlaa 65 °C durante 5 minutos.

Aplicar la muestra a la columna, dejar drenar y colectar en un tubo
asentado en hielo. Reaplicar lamuestra 3 veces més.

Una vez que acabe de pasar por cuarfa vez la muestra por la columna,
agregar a esta4 mi de solucion de KCl a 05 My HEPES a 5 mM y pH
de 7.5, gustado con NaOH.

Cuando pase toda la solucién, cambiar € tubo de recoleccion por uno
nuevo.

Para eluir e ARNm se agregan 3 mi de solucién (a 37 °C) de 5 mM de -
HEPES apH 7.5, gustada con NaOH.

Agregar 150 ul de solucion de NaCl a4 M.

Agregar etanol absoluto y mezclar. Precipitar todalanoche a-20 °C.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.
20.
21.
22.
23.

Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Decantar €
sobrenadante.

Adicionar 8 mi de solucion de etanol a 70% (preparada con agua con
DPC) y centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a4 °C. Decantar €
sobrenadante.

Adicionar 5 mi de solucion de etanol al 70% y centrifugar a 10 000 rpm
durante 30 minutos a4 °C. Decantar el sobrenadante.

Lavar con 500 \U de etanol a 70% para resuspender y transferir el
contenido a un microtubo. Volver alavar € tubo de 15 mi dos veces mas
con 500 ul de etanol a 70%. El volumen fina en € microtubo es de
1 500 ul.

Centrifugar a 10 000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. Decantar €
sobrenadante y poner €l tubo en posicion invertida.

Poner la muestra durante 5 minutos en un desecador con vacio.
Resuspender en 10 ul de agualibre de ARN y ARNsa calentada a 65 °C.
Calentar lamuestraa 65 °C durante 5 minutos.

Etiquetar.

Cuantificar €l contenido de ARNm.

Produccion de cARNmM

La estrategia general utilizada para la produccion de los ARNmM

complementarios (CARNmM) que codifican para las subunidades de los R-nic

neuronales (a2(34) y los musculares (a(31y5) consistio, en primer lugar, en la

clonacion de los ADN complementarios (CADN) respectivos. El gen de
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resistencia a ampicilina y uno de los CADNSs estén incorporados en vector de
clonacion plasmidicos (ver Tabla A), los cuaes fueron introducidos en
bacterias E. coli competentes. Posteriormente, las bacterias transformadas
fueron cultivadas en medios nutritivos con ampicilina durante 16 horas.
Después, se extrgo y se purifico € ADN dd plasmido, e cua contiene
millones de copias del fragmento de cCADN original.

Para poder realizar la transcripcion in vitro, antes fue necesario iinearizar
el ADN dd plasmido mediante enzimas de restriccion, conservando intactala
- secuencia del promotor a la cua se une la ARN polimerasa |l. Después se
realizé latranscripcion in vitro y finalmente se purifico el CARNm.

En la Tabla A se muestran las enzimas de restriccion y las ARN
polimerasas usadas en las transcripcion in vitro de los diferentes CADNSs que
codifican para las diferentes subunidades de los R-nic neuronales a2(34 y
muscul ares.

En las siguientes secciones se describen las metodologias utilizadas para
la amplificacion del cADN, su extraccion y linearizacion, asi como la

transcripcion in vitro y su posterior purificacion.

Transformacién de bacteria competentesy cultivo de bacterias

transfor madas.

Materiales
1. Alicuotas de bacterias competentes.
- 2. Plasmidos con el cADN incorporado.
3. Medio LB (LuriaBertani) sin ampicilina.
4. Bafoa42 °C.
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Agitador de bacterias a 37 °C.

Cajas de Petri preparadas con medio de cultivo LB con ampicilina (40 ng
de LB/ml de ampicilina).

Hielo.

Procedimiento

1. Descongelar (mantener en hielo) una alicuota de bacterias competentes,

después agregar 5 ul de ADN y agitar manual mente.

Incubar en hielo durante 30 minutos.

Colocar la alicuota con € ADN en e bafio de agua a 42 °C durante 50
segundos y después ponerla en hielo durante 2 minutos.

Agregar 200 \U de LB sin ampicilinay agitar durante 45 mihutos.

Tomar 50 I¥ de la alicuota y ponerlos en una cga de Petri con medio
LB/ampicilinay espatular.

Dejar secar la cgja durante 30 minutos.

Incubar lacgaa 37 °C durante 16 horas (todalanoche) en agitacion a 225

rpm.

Obtencién del ADN del plasmido

Materiales

1.

Solucion |.

Tris25 mM, pH = 8.
Glucosa 50 mM.
EDTA 10mM,pH = 8.

Aforar 2200 mi, esterilizar po.r filtracion.
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2. Solucion .

« NaOH 02 M.

o SDS 1%.

« Aforar a 100 mi con agua
3. Solucion .

o Acetato de potasio 3 M.
 Acido acético 5 M.

« Aforar a 100 mi con agua.
4. Solucion PEG.

~« NaCll.oMm.

« PEG 8000d 13%.

e Aforar a 100 mi con agua.

5. Etanol70%.
6. Aguaestéil.

"~ Procedimiento

1. Elegir una de las colonias de la placa de agar y sembrarla en 100 mi de
medio LB liquido con ampicilina (60 ug/ mi de medio). Cultivar en un
meatraz Erlenmeyer a37 °Cy agitar dLjrante 6 horas a 225 rpm.

2. Trandferir d cultivo ados tubos (Falcon) de 50 mi estérilesy centrifugar a
6 000 rpm a4 °C durante 10 minutos.

3. Decantar y resuspender € precipitado en 7.5 mi de solucion .

4. Ajustar a 15 mi de solucion 1. Mezdar por inversén 10 veces. Dgar a
temperatura ambiente durante 5 minutos, |

5. Agregar 7.5 mi de solucion [, mezclar por inverson 10 veces. Dgar en
hielo durante 5 minutos.
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10.

11.
12.

13.

14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Centrifugar a6 000 rpm a4 °C durante 20 minutos.

Resuspender e sobrenadante con un volumen igual de isopropanol,
conservar a-20 °C durante 30 minutos.

Centrifugar a 10 000 rpm a4 °C durante 10 minutos.

Lavar lapastillacon 5 mi de etanol al 70%. |

Centrifugar a 10 000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Eliminar €
sobrenadante.

Agregar 3 mi de etanol al70% y transferir a2 microtubos de 15 mi.
Centrifugar a 14 000 rpm a 20 °C durante 10 minutos, y dgar secar a aire
durante 10 minutos.

Disolver la pastilla con 500 1x de agua estéril y centrifugar a 10 000 rpm
durante 10 minutos a4 °C.

Colectar el sobrenadante'y agregarle 10 \xX\ de ARNsa(a-20 °C),

Incubar a37 °C durante 1 hora 30 minutos.

Agregar un volumen igual de solucion de PEG. Mezclar brevemente,
Incubar atemperatura ambiente durante 5 minutos.

Centrifugar a 14 000 rpm a 20 °C durante 10 minutos.

Lavar lapastilla 2 veces con etanol a 70%. Dear secar.

Resuspender |a pastillaen 300 ul de agua estéril.

Cuantificar el ADN por espectrofotometria.

Conservar € ADN circular obtenido a-20 °C.
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Linearizacion del ADN con enzimas de restriccion

Materiales

1

2
3.
4

ADN.

Enzimade restriccion.
Amortiguador.

Agua estéril.

Procedimiento

1

Por cada ,ug de ADN se agregan 2 U de la enzima respectiva (ver Tabla
A). Se agrega e amortiguador de la enzima (viene a 10X) y se afiade €
agua estéril necesaria para que la enzima quede a una concentracion de
IX.

Se mezclatodo y se centrifuga brevemente.

Purificacion del ADN linearizado

- Materiales
1. Reaccion de linearizacion.
2. Amortiguador TE, pH 8 en agua con DPC.
3. Cloroformo.
4. Fenol saturado (con amortiguador TE apH 8 en agua con DPC).
5. Acetato de sodio.
6. EtanolallO0%.
7. Etanolal 70%.
8. Alcohol isoamilico.
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Procedimiento

1.

© © N o

A la mezcla de la reaccion de linearizacion de ADN agregar 100 \U de
amortiguador TE apH 8 en agua con DPC y mezclar.

Agregar un volumen igua de fenol saturado (con amortiguador TE apH 8
en agua con DPC), mezclando suavemente durante 20 segundos.
Centrifugar a 10 000 rpm a temperatura ambiente durante 3 minutos.
Trandferir la fase superior a otro tubo y agregarle un volumen igua de la
solucién cloroformo-alcohol isoamilico (24 partes de cloroformo por 1
parte de alcohol isoamilico). Mezclar suavemente durante 20 segundos.
Transferir la fase superior en otro tubo y resuspenderlo en un 1/10 del
volumen con acetato de sodio 3M apH 6 y 2.5 volumenes de etanol al
100%; enfriarlo en hielo.

Incubar a-70 °C durante 15 minutos.

Centrifugar a 10 000 rpm a4 °C durante 20 minutos.

Decantar € sobrenadante.

A la pastilla agregar etanol a 70% y centrifugar a 10 000 rpm a 4°C

durante 15 minutos.'

. Decantar € sobrenadante.
11.
12.

13.

Secar lapastilla en vacio durante 4 minutos.

Resuspender en agua estéril con DPC.
Conservar el ADN linearizado a-20 °C.
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Transcripcion in vitro

Materiales

Lamezcla de lareaccion es la siguiente:

* Amortiguador de transcripcion 5X................... 5pl
e DTTal00OmM. ... ... ... 5\U
* Mezcladenuclettidos*.............................. 9 [l
e Cappinga25mM.......... 12 1«
e ADNIinearizada.................................... 10 jag
e RNasin.................. 15 mi
e Polimerasa(SP60T3).......................... 40 unidades
* Agua (lanecesaria para gustar un volumen final de 50 ul)
» Mezcla de nucledtidos: 2 Ul ATP
2 |il CTP
2 Ul TTP
1.5 ul GTp

Procedimiento

1. Atemperar los reactivos durante 5 minutos, menos la enzima que se
mantiene en hielo.

2. Adicionar los reactivos en un microtubo, dar un pulso en la centrifuga e
incubar a 37 °C durante 2 horas.

3. Volver aagregar lamisma cantidad de enzima e incubar durante 2 horas.

4. Agregar una U de enzima por cada \ig de ADN en la reaccion e incubar

durante 15 minutos mas.



Purificacion de transcrito por fenol cloroformo

Materiales

1. Mezcladereaccion del transcrito de ARN (50 ul).

2. Aguacon DPC.

3. Fenol saturado con amortiguador TE (pH 4.5 en agua DPC.
4. Cloroformo.

5. Alcohol isoamilico.

6. Etanolal 100%.

7. Etanolal 70%.

Procedimiento

1. A lamezcla de reaccion dd transcrito de ARN (50 jxI) agregar 100 jd de
agua con DPC.

2. Agregar 75 yl de fenol saturado con amortiguador TE (pH 4.5 en agua
DPC) y 75 ]A de la mezcla (24 partes de cloroformo por una parte de
alcohol isoamilico) mezclar ~ 20 veces.

3. Centrifugar a 10 000 rpm atemperatura ambiente durante 3 minutos.

4. Transferir la fase superior a otro tubo y agregar 150 pl| de la solucién
cloroformo-alcohol isoamilico; agitar durante 20 segundos.

5. Centrifugar a 10 000 rpm atemperatura ambiente durante 3 minutos.

6. Transferir la fase superior a otro tubo y agregar 150 \U de la solucién
cloroformo-alcohol isoamilico; agitar durante 20 segundos.

7. Centrifugar a 10 000 rpm a temperatura ambiente durante 3 minutos.



8. Resuspender la fase superior en 0.5 de su volumen en acetato de amonio
(0.5 M) y 25 volumenes de etanol d 100% frio (mantenido en hi€lo).

9. Incubar a-70 °C durante 30 minutos.

10. Centrifugar a 12 000 rpm a4 °C durante 20 minutos.

11. Lavar con etanol d 70% una vez y centrifugar a 12 000 rpm a
4 °C durante 10 minutos.

12. Secar envacio.

13. Resuspender en 5 ul de agua con DPC con unatemperatura de 65 °C.

14. Cuantificar € transcrito.

TablaA
Subunidad Plasmido Enzima de restriccion Promotor
al PSP65 Smal | SP6
pi PSP65 Hind 111 SP6
2 PSP64 EcoRl SP6
8 PSP65 Smal SP6
a2 _PSP65 Hind 111 | SP6
4 PBSK(-) X hol T3
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\ntagonism of nicotinic acetylcholine receptors by
nhibitors of monoamine uptake

*\E LOpez-Valdés and J Garcia-Colunga

dentro de Neurobiologfa, Universidad Nacional Autbnoma de México, Campus Junquilla, Apartado Postal 1-1141,

iuriquilla, Querétaro 76001, México

A study was made of the effects of severa! monoamine-uptake inhibitors on membrane cur-
rents elicited by acetylcholine (ACh-currents) generated by rat neurona! t2/J4 and mouse mus-
ete nicotinic acetylcholine receptors (AChRs) expressed jn Xenopus laevis oocytes. For the
two types of receptors the monoamine-uptake inhibitors reduced the ACh-currents albeit to
different degrees. The order of inhibitory poteney was norfluoxetine > clomipramine > inda-
traline > fiuoxetine > imlpramine > zimelidine > 6-nitro-quipazine > trazodone for neuronal
«2/J4 AChRs, and norfluoxetine > fiuoxetine > imipramine > clomipramine > indatraline >
zimelidine > trazodone > 6-nitro-quipazine for muscle AChRs. Thus, the most potent inhibitor
was norfluoxetine, whilst the weakest ones were trazodone, 6-nitro-quipazine and zimelidine.
Effects of the trieyelie antidepressant imipramine were studied in more detail. Imipramine
inhibited reversibly and non-competttively the ACh-current with a similar inhibiting poteney
for both neurona! a2fi4 and muscle AChRs. The half-inhibitory concentrations of imipramine
were 3.65 + 0.30 /iM for neuronal 02fi4 and 5.57 + 0.19 jiM for muscle receptors. The corre-
sponding Hill coefficlents were 0.73 and 1.2 respectively. The inhibition of imipramine was
slightly voltage-dependent, with electric distances of -0.10 and -0.12 for neuronal «2/34 and
muscle AChRs respectively. Moreover, imipramine accelerated the rate of decay of ACh-
currents of both muscle and neuronal AChRs. The ACh-current jnhibition was stronger when
oocytes, expressing neuronal «2/14 or muscle receptors, were preincubated with imipramine
alone than when it was applied after the ACh-current had been generated, suggesting that
imipramine acls also on non-activated or closed AChRs. We cdnclude that monoamine-uptake
inhibitors reduce ACh-currents and that imipramine regulates reversibly and non-
ccmpetitively neurona! a2/J4 and muscle AChRs through similar mechanisms, perhaps by
interacting externally on a non-conducting state of the AChR and by blocking the open recep-
tor.channel complex elose to the vestibule of the channel. These studics may be importont
for understanding the regulation of AChHs as well as for understandtng antidepressant- and
side-effeets of monoamine-uptake inhibitors. Molecular Psychiatry 2C01) 6, 511-519.

Koywords: serc'.cnin transportéis: antidepressants; ci.ulinergic-sciotonergic interaction; nicotinic

receptor modulaiion; Xenopus oocytes

lutroriiiction

Nir.utinic acetylchnline receptors (AChRs) mediato the
transinission of signais across the vertébrate neuro-
nuisculnr junction as well as across central and periph-
cral svnapsos.' Tho AChR, a ligand-gated ion channel
npuned by acetylcholine, is a pentameric stnjcture,
cumposed of four different subunits in muscle recep-
tors (al, /3l, y, or «, and 6) with a stoichiometry of
2:1:1:1; wht;rcas in neuronal a2#4 AChRs the stoichi-
ometry is presumably 2:323 The function of AChRs is
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modifiod by bolh endogunous and exogenous sub-
sanr.es"®

Although serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT)
acls as neurolransmitter on specific receptors,” it has
becn shown that 5-HT is aso able to modulate AChRs.
Furihennore, various agonists and antagojiists of differ-
ent 5-HT receptors, as well as inhibitors of the 5-HT-
transporter alter the function of neurona! and muscle
AChRs.™ The most common action of serotonergic
compounds on AChRs appears to be a non-competitive
inhibitory process througli interactions with the open
cwnne! *-™1

On the other hand, it is known that different classes
of inhibitors of monoamine-uptake systems, that are
used clinically as antidepressants, interact with differ-
ent membrane proteins at synaptic regions. For
exampie: imipramine, trazodone, clomipramine, zimel-
idine, fiuoxetine and norfluoxetine inhibit a wide var-
iety of receptors including muscarine, histamine, adre-
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Antidepressants on nkotinic receptors
HE Lépe:Vaidés and J Garcis-Coiur.ga

naline, dopamim! and serotonin rcceptors,® and thoy
dso inhibit biogenic anime transporters.*® in acldition,
fluoxetine, an antidepressant that initidlly was thonght
to be ayery higli selectivo inhibitor of the 5-HT uptake
syslem inhibits nicotinic and serotonin recop-
tors™-B*12 Gimilarly, linipraminc, a_non-sefective
inhi bltor of serotonin uptaker® blocks nicotinic recep-
tors of frog motor endplate and electric or an in a non-
competitivo nnd voltage-dependent way,-=> inhibits
the curront ovuked by dimethylphunylpipcrazinium in
human msuroblastoma cdli.s and blocks ibe secrefion of
ATP modiated by AChRs in chromaffin culiss™*

In this papar, we studied effeets of various inhibitors
ni monoamino transporters on neuronal a2{3-\ jmd nms-
cle AChKs, with emphasis on tho mechanisms of action
of imipramino.

Materials and methods ¢

The experimonts werc performed on Xcnopus oocytes
rxprossing rat neuronal a2/34 or embryonic muuse
museta ACIiRs™" Hritifly, oocytes were dissected from
the ovnry and maintained a 16°C in Barth's solution
-contji;ining: 8iiinM NaCl. 1 mM KCL 0.33mM

i+ CaNO},, 041mM cocy, 0.82mM MgSO, 2.4 mM
- NaHCO, Sl HEFES (3 74 NaOHJ and 01 mg

'l gentamidn sulfate. The next day individual

' "---ﬁ::‘bocytes wero injocted wilh 0.5-5 ng of a mixture of

cRNA subunits jn a volume of 50 ni water (al, /3l. -y
- wand *5 or ni and (34). Two days later the oocytus wcro
" trclited with 140 units ral"* collagenase typc | (Sigma

o St Lniis, MO, USA) for 0.5-1 h to remove the ovarian

i:pithilinl and follicular cdls-" Membrane r.urrents

. \Wae rrcoidrd 3-9 days after RNA injeetton using a

-_vohage"lamp tuchnique with two microd"ctrod<’s™
with ii rommon.ialiy availnble amplifier (Warner OC-
725A; Witrner Inslruments t*orp. Hamden. CT, USA),
r.Hinijurod with an osrilloscopo (Nii:0)et 310; Nicolet
hj>irumt;nls tiorp. Maciison. \VI. USA) and dored in
dises for subsi'iniont anaiyscs using a program writttin
ly Rico MiNidi.” Tho oocytes wcro continuously super-
tusod a rouni temperaturti (20-23'C) with frog Ringer's
-solution cnntnining 115 mM NaCl, 2 mM KC1, 1.8 mM
CA4dl., 5mM IIEPES (pH 7.0; NaOH) Unless otherwise
|nd|caIed the oocyte membrane potential was main-
tiinnd a -60 mV. Monoamine-uptako inhibilors wero
obtained from RB1 (Natick, MA, USA). ACh and other
drugs wcre diluted in Ringer and applied onto the
oocytus by superfusion at a rate of 7-10 mi miirt
(chamber volume ~0.1 mi). Membrane current valUes
are given as tho mean + standard error (SE).

Tho dose-response rciationships for ACh-curronts in
the presence of imipramine were obtained by fitting the
data with the Hill equation:

Tmip = 1,M C,™ I([imipramine] ™" + 1C,,"™, @

where /(mip is the ACh-current amplitude in the pres-
ence of |m|pram|ne I, is the control peak current, 1Cs
is the half-inhibitory concentratl on of imipramine, and
nH is the Hill coefficient.

The dose-response relationships for ACh alone or for
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ACh plus imipramine werc obtained by fitting the dat
with thi Hill equation:

Tach = Jmax * EACH]"V([ACH™ + Ea," s @

where Iac.h is the ACh dose-dependent current ampll
tude in the absence or presence of imipramine, I rax i
the amplitude of the maximal ACh-current, ECSO isthi
half-excitntory concentration of ACh, and nH is Uv
Hill coefficient.

To determine if the imipramine-binding site oi
ACHR is located extemally or W|th|n the ion channel
aono-sito blockage model was used.™ ™ It assumes tha
the block caused by the drug is fast. The voltage depen
dence of the binding of the blocking agent is ds

- nilated with the electrical distance of its binding Site

measured from the externa sido of the membram
channel, and is given by the equation:

ICsolVJ =ICs,(0] * exp(dzFVIBT], @3

where ICM,(U) is the half-blocking concentration a
0mV, V, is tho applied membrane potential, d is thi
fraction of the eloclrical field sensed at a binding St
of imipramine within the receptor's ion channel, z i:
the valence of the hlocking molecule, F is the Faradal
constant, R is the gas constant, and T is the absol uti
temperature. Combining Equation (3) with the Hill equ
ation for Uie blocking, Equation (1), gives:

T Ir 4
@
li mi prainincl/ICsy(0) * exp(dzFV,/RT),

Equation (4) was linoarized to fit the data in a voltagt
rango of -140 to D mV.

The time conreo of the decay of the ACh-current i:
influencod by snverd factors including the speed of tlv
solution nxchanclyo ihe size of the call and the receptoi
desensitizntion'™ and can bo fitted by the function:

{t) =/, + A cxp(-il<] + A. oxp(-/Ir.), G

whore /(/) is tho current at time t: /, is nn asymptolk
component; A, and A< are ihe amplitudes for a fagt anc
a dmv noinponunt; and r; and rs art; thcir respective
time constanls.

Rcsults

ACh-current decrease by monoamine-transporter
inhibitors
Severa monoamine-transporter inhibitors were testec
on neuronal o234 and muscle AChRs expressed ir
Xenopus oocytes. Control ACh-currents were elicite
by low concentrations of ACh and after the peak hac
been reached, 10/xM. of a monoamine-transportel
inhibitor was coapplied with ACh. After -2 min the
inhibitor was removed, to allow recovery of the ACh
current (Figure 1). The effect of each compound we
estimated as the ratio between the current elicited bj
ACh plus the drug over the control ACh-current valué
a the end of the drug application, giving the fractior]
of the ACh-current that remains at thistime (Figurele).
These experiments disclosed two groups of com:
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Figure 1 Adh-r.nrrt'iit iuhibition by mononinino-ininsporter inhibitors. Control ACh-currcn(s (a) and effects of zimelidinn and
fhjoxetinn on thn ACh-uirn-nt irnni nouronal a'ifi4 nnd musclc AChRs respectively (b). Bar ca)it>rations: 60 nA (upper traeos)
and 360 nA (holtoni traci-s). I,| this aml subsequont figures ihe timing of ACh and drug applications nre inHicatcd by bars above

fractioii of ACh i:urr*'nt rnn.iininy, |t |hc tivl jf 10/iM application of monoamme uptake inhibilor. Tho number of oocytes
rocordi'd was jj -~ -1-10 fur .nciironal <»2jiA and n=4-7 for muscle AChKs.

poutul ?. Th« fii>t fjronp inchiHed tho werikost ACh-cnr-
ront inhibitnrs: tr.0v.odonr. fi-inlru-quiptzint:, afil zimo-
lidino (sductivn inhibitors of thu 5-HT-transportnr).
Tho sccond grtnip was consUtnicd by thc strunxost
AC .h-current inhibitors: indiitrnlino (i uptakc inhibi-
tor of fi-HT, tiopamiuo .uni noradriMi.ilinc). cloniipram-
ine, imipnuninc (trii;ycli(. nnlidt'prpssants). fluoxetinc
(a highly si'lctlivn inliihitor of tho 5-HT-transporter)
ind n<HiJuoxttir!" (a principal metabolilo of
|Iuoer|ne)

Aftcr this bricf seruenin®, o focused on thu cffeets
of imiprainino, that is ustd as antidopressant and is
a &Y considerad as a reference drug in clinical stud-
ics.®

ACh-cuvrent inhibition by imtpramihe

When imipramine was applicd alone (at concen-
trations up to 10 pM) lo injected or non-injected
oocytes. no measurablu membrane currents wero
observed. HOWCVLT, imipramine, a concentrations
above 100 nM, inhibitod rapidly and partially reversi-
bly AClvcurrents in oocytes expressng AChRs
(Figure 2a). The extent of inhibition andrecovery of the
ACh-current depended on the dose of imipramine
(Figure 2b); at high imipramine concentrations the
inhibition is more potent and the recovery is slower.
The half-inhibitory concentrations, 1Cs;, of imipram-
ine, calculated from Equation 1, were 3.65 +0.30 jxbA

. taineri

(n=5-n) for neurona «204 and 557 + 0.19 uM
(J =4—7) for muscle AChKs. The enrresponding iiill
cocifficicnts werc 0.73 £0.04 and 1.20 +0.03, suggost-
ing that imipramine interaets with AChRs at a singlu
site. ,

iVon-competitive inhibition of AChils hy imipnimhu:

We exarnined two forms of applying imipramino to
oocytes expressing oither neurunal «2*4 or muscle
AChRs. In one, tho oocyte was superfused simul-
taneously with ACh and imipramine. In the other, the
oocyte was preincubated with imipramine for 2 min
and then the ACh and imipramine were coapplied. In
both cases thc concentration of imipramine was main-
constant and the ACh concentration was
changed to obtain the full dose-response relationship

(Figure 3). With both procedures the level of ACh-

current inhibition was insurmountable by increasing
ACh concentration and this inhibition was aso inde-
pendent of the concentration of ACh. '

ACh dose-current responso relationships were fitted
with Equation 2. The half-effective concentrations,
ECso of ACh and the Hill coefficients, nH, were
obtained when oocytes were superfused with ACh
alone, smultaneously superfused with ACh plus imip-
ramine and preincubated with imipramine (Table 1).
For both types of AChRs the ECs, increased approxi-
mately twice in the presence of imipramine without
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Figure 2 Imipramine concentraron dependence of thc ACh-current inhibition. (8) Superimposed records of the control ACh
current and ACh-currunts in the presence of the indicated concentrations of imipramine on neurona a2/34 and muscle AChRs
(b) Imipramine dose-response reiationships of ACh-current inhibition obtained from records as in (). The currents inhibitec
by imipramine were nurmalized lo control ACh-currents. Continuous lines were obtained by fitting the data with Equntion 1
Thc number of oocytcs recordad was n~5-11 for neuronal a2”*4 and n = 4-7 for muscle AChRs.
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Figure 3 Non-competitive inhibition of AChRs by imipramino. ACh dose-response relationships were obtained with ACI
aone and with ACh plus imipramino, on neurona a2/i4 (a) and muscle (b) AChRs. The imipramine was applied simultaneousl
with or before ACh (ACh plus imip or imip preincubation respectively). Data were normalized to the maximal control ACh
currunt and fitted by using Equation 2 (continuous lines). Insets: Representativo superimposed records of the control ACh.
current and -that obtained by simultanedos appHcation of drugs. The number of oocytes recorded was n=4~9 for neurona
a204 and n=5-10 for muscle AChRs (see Table 1).

¥
4

changing the Hill coefficient, suggesting that the &affin-  Additional forms of imipramine appHcation

ity of neuronal and muscle receptors for ACh isslightly  To explore if imipramine interaets with the clost
reduced by imipramine, while maintaim'ng normal  and/or activated states of the AChR, effeets of variou;
cooperativity. forms of imipramine application to oocytes expressinj

-
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Table 1 The half-effective concentrations, ECyy, of ACh on
ifiuronal and mustie AChRs

Antidepressants on nicotnic receptors q
HE Upez-Valaés and J Garcia-Cotanga [!

Tiible 2 Percentage of inhibition by different forms of imip-
ramine application on neuronal and muscle*AChRs

XV (uAd) ni | Type of application  a2{34 ACIiRs' muscle AChRs

*x2i34 AChRs imip, ACh 2G+83(N=6)428+27{n=4)
*\Ch ;i'one 20.8+2.4 1.2+0.1 ACh. ACh +imip, 48.9+48 (n=5 442+45[n=4)

(n=49] , ACh 5
ACh plus imip 7 //IM 51441 14 £0.3 ACh + imip 56.9+75(n=7) 51.1 £ 6.5 (n = 4) ,

{n=5) : imip. ACh e+ imip 706+3.8 (n=6) 71.7%x1.7 (=4 :
jAri'inciibiition with imip 4ii.2+l1,4 09 £0.2 ] b
7y (n=4) *The nnimbrane current was €licited by 05fiM ACh and ::'.- .-~

inhibitfid by 4 /iM imipramine for neuronal «2*4 and 5;J\I : -

nii<clt’  AC.htts imipnunine for muscle AChRs. ;i = number of oocyles stud- & -~ =
ACh .iloiu: 53+0.3 11 +0.1 ied. ' :

(r=1J)
ACh plus imip "i piM 13G + 13 13+t0.2

(n=35) : o ; ;
i.roincnbalion with imip 1387 12 16 +0.2 ing to note thet when imipramine was applied before

5 uNi {n=3])

The apj)licjitir)]i of ACh and imipnnninu (imip) was siniul-
‘anoous. n- nuiTibi:r of oocvtes studied.

"fither a2/34 or musclo AChRs were testerf (Figure 4).
Following two control applications of ACh the oocyte
was preincubated briefly with iinipramine aiii then
lixposod to ACh ¢jlont: (a): tile imipraniinti was applicd
a'tnr thc ACh-curtMU had reathed its peak (b); tho
miMnbnini! current w;is cMcited by simuJtancous su per-
fusién of ACh aiul imipramino (c); and tho oocytu was
prtiiicubattfd nith imipriiniine and then exposinl
iimnt'diiitfly to ACh plus imipramim; (d). It is intomst-

mE
|
i

«ACh05"M

%

s o (FMprarmn® 5 ut

ACh (Figure 4a), the ACh-currcnt inhibition was simi-
lar to that obtained whon imipramine was applied aftor
artivation of the AChRs (cf Figure 4b, c¢). In contrast,
preincubation with imipramine, foliowed by coappli-
cation with ACh resuited in the strongest inhibition of
tho ACh-current (Figure 4d). These results
(summarized in Table 2] suggest that imipramine inter-
acts with both resting and activated AChRs.

Voltage-dependence of AChR inhibition by
imipramine

To determino if imipramine is interacting within the
ion channel or externally we studied the ACh-curn;nt
inhil)ition as a funttion of membrane potenti.il.
Figuro 5a shows a typical effcct of 10 ¢M imipramint!
on thti menibrane current elicited by 0.5 /IM ACh in an

TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

Vv

Figure4 Different forms of imipramine appiication on muscle AChRs. Control currents were elicited with 0.5 /tM ACh alone,
then 5 pM imipramine was applied in different ways: preincubating the oocyte and then ACh was applied alone (3a); in the
continuons presence of ACh after the pesk control current was reached (b); simultaneously with ACh (c); before the current
was dlicited by ACh in the presence of imipramine (d). The bar caibration corresponds to 50 nA and 300 s (a, ¢ and d) and
70 nA and 100 s (b). The number of oocytes recorded was n=5-7 for neuronal a2/34 and n =4 for muscle AChRs (see Table 2).
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Figure5 Voltago dependenco of tho ACh-current inhibition. (8) Representativo current elicited by ACh aone and ther
inhibited by imtpraminc on muscle AChRs. The membrane potential was held at -60 mV and 20-mV voltage pul sos were appliec
from -140 to 40 mV, in normal Ringcr solution, during ACh superfusion, and during coapplication of ACh and imipramine
[ AChecurrfiiit inhibited by imipramine as a function of membrane potentifil un muscle and neuronal AChRs. The continuou
lines were obtained by fitting a one-site blocking model (Equation A), (c) 1-V rclationships are shown in the absence anc
prt-sence DI imipramine for ncuronal «2/34 AChRs. (d) 1V relationships aro shown for muscle AChRs. ACh-currents wer
nr.nualized lo tho control ACh-curr«nts a -140 mV. Tho number of oocytcs recorded was n=7 for neuronal a2/34 and n=f

fu musclo AChRs.

oocyte oxprcssifig muscle AChRs. The membrano
potential was held at'-60-mV and voltage pulses to dif-
ferent 16veis {from T140to 40 mV in 20-mV steps) were
applied before and during ACh application, as well as
in the presenco of imipramino plus ACh. The resuits
were analyzed using a simple onesite blocking
model,*°* that allows estimation of the 'electrical dis-
tance' (Equation 4). In oocytes expressing neuronal
a2"4 or musclo AChRs, the ACh-current in the pres-
ence of imipramine (/ymip,minj Was compared with the
control current (/adn) a each membrane potential
tFigure 5b). For both types of receptors the inhibition
of ACh-current by imipramine was voltage-dependent,
being stronger at hyperpolarized holding potentials. In
the case of neuronal 234 AChRs the cal cul ated el ectri-

ca distance was 0.10+0.02 [n~ 7), whereas for muscle

AChRsit was0.12 + 0.02 [n = 6), indicating that imipra-"

mine interaets within the pore of the receptor-channel
complex, cidse to its sxtracellular end. The haf-
inhibitory concentration of imipramine a a membrane
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potential of O mV, /Cg(0), was 121 /iM for ct2p
AChRs, whilst it was 3.61 /iM for muscle AChRs. Ii
contrast, the valles of /Cg, a -60 mV were similar fa
both types of receptors (Figure 2b). Current-voltag
(I-V) relationships. for neuronal a2/34 and musch
AChRs (Figure 5¢, d) show an inward rectification tha
decreased slightly by |m|pramme

Effects of imipramine on the decayofthe ACh-
current

To explore the possibility that imipramine modifies th<
desensitization of AChRs, effects of imipramine on thx
decay of the ACh-currents were studied in oocyte
expressing neuronal or muscle AChRs. The contrc
membrane current was elicited by 100 XM or 5 jiN¢
ACh: for neuronal a2£4 or muscle AChRs respectively
In both cases the control current reached a peak anc

~ Uien declined in the continuous presence of ACh, anc

the time-course of decay followed an exponential func
tion. This decay is due to several factors such as th<
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Imipramine accelerates the time courso of the ACh-current. Records of the control current and that obtained in the

jjresence of imipnunine on neuronal «2/34 (@) and muscle AChRs (b) are shown superimposed and normalized. Contral current
amplitudes were 4931 nA (i) and 54> /(A (b); whereas ACh-current amplitudes in the presence of imipramine were 1280 nA
aiui 11.6 j ¢A respectively. The number of oocytcs "ecorded was n = 4 forneuronal a2/34 and;j = 6 for muscle AChRs (seeTable3).

speed of the superfusion that determines the rate of sol-
ulion exchango, the presence of unstirred layev cidse
lo the sur face of the cell, tho size and shape of tte cell,
desniisitiziition of receptors. Considering that the first
iliree of these faclors are maintained constunt during
‘one experiment, we think that imipramine accelerates
'he decay of tho ACh-current by blocking AChRs and
iccelerating the desensitization of receptors. For
instance, when the ACh was simultaneously super-
fused with 7/IM or 10 M imipramine (for neuronal
«2/34 or nniscle AChRS). the peak current was substan-
-idly reduced and the rato of decay was accelerated
iJigure 6). The averaged pesk control current was
'¢fUIIJA for ncuronal a2/34 and 3127 J A for muscle
AChRs, whereas the averaged pesk ACh-currfint in the
‘presence of imipraminewas 0.76 i£A for neuronal a2(iA
and 897 gA for muscle AChRs.

We compared iho rate of ACh-current decay in the
absence and presence of imipramine in two ways.
Firstly, we deiined Dy as iho fraction of the ACh-
currnnt th;it was roduced after 5 min of the application
tif Ai*h alone or ACh plus imipramine, compared with
its uwn p<ig current. This vaué was lower for control
ACh-ntrrunts than for ACh-currents in the presence of
difiipraminu. indicating less digree of decay in control
'‘ACh-currents and probably less desensitization
(Table 3). Sccondly. the current decay was fitted with

Tahlo 3 Amplrtudes and time constants of the components of the ACh-current decay of neurona and muscle AChRs

exponential functions (Equation 5). For both types of
control ACh-currents the decay was well fitted by asin-
gle exponential function and a steady-state componen!.
In contrast, in the presence of imipramine the ACh-
current decayed biphasically, following the sum of two
exponential functions and a steady-state componen!;
where the two time constants of the decay were faster
than the time constant of the corresponding control
ACh-current (Table 3). Thesc results suggest that imip-
ramine might accelerate the desensitization of AChRs.
Additionally, with high ACh concentrations, a transi-
ent tail current was clicited when ACh and imipramine
were simultaneously washed out. This effect was more
evident for muscle than for neuronal a234 AChRs
(Figure 6). However, when ACh was removed leaving
the imipramine in the superfusing iluitl, the transient
inward current was not observed. This suggests a rever-
sal of the open channel blockage by imiprami ne, simi-
lar to that seen with atropine and ACh itself.®®

Discussion
The present study shows that several substances, used
widely as antidepressants, have an inhibitory effect on

the ACli-current generated by the activation of AChRs
expressed in Xenopus oocytes.

al7

Our results show that the imipramine exerts a non-

Paramelel ™ a204 ACh Rs(n * 4) muscle AChRs(n = 6}
100nMACh 100 wAi ACh + 7 M SIMACh  5pM ACh + 10 uM
tmip imip
Da 062003 095 + 0.08 0.36 + 007 091 +0.03
L 0.18 +0.06 001 + 0.00 045 + 0,07 0.05 + 0.04
A 0.831007 0,60 +0.10 (3.54+0.08 0.60 +0.11
e 2202 308 4746+ 20.90 1269+23.0 525250
- © 041%009 - 0.39 + 0.06
- 84.85 £28.40 - 95.2+23.0

(T

‘Amplitudes of the fast [A) and slow [A.) components and the asymptotic component (k) were normalized to the total current y i
amplitude. The application of ACh and jmipramine was simultaneous. n=number of oocytes studied. :
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-/ tion.*®
- for both muscle and neurona AChRs->-"*¥ Such a

competitive inhibition on muscle AChRs. This result
is in agreement with previous reports carried out on
AChRs of the electric organ of Torpedo and frog mus-
cle®-* However, the location of the binding site of
imipramine on these receptors is not clear. It has been
proposed that the imipramine binding site is the same
as that for phencyclidine and perhydrohrstrlonr co-
toxin, which is located within the channel,* in con-
trast with other studies suggesting that the bi nding site
of imi pramrne aso located within the channel, is dif-
ferent.® On the other hand, the electrical dlstance for
spiperone on muscle AChRs was cf = 0. 17,%° similar to
the valué obtained here for imipramine [d = 0.12), sug-
gesting that both drugs interact at the same or closaly
related site of the muscle AChR.

In contrast to effects of imipramine that had no effect
on current rise or decay times in frog motor endpl ate,®
we observed that imipramine accelerates in a concen-
tration-dependent manner the rate of decay of ACh-
currents generated by both neuronal and muscle
AChRs, For instance, when the concentraron of imip-
ramine was ‘increased the ACh-current decay, and

probably its desmsitization, became fagter. The differ- -
ent results may be due to molecular differences in the ~

M2 region befween frog and mouse muscle AChRs*

similar to the difference in affinity to phencyclidine - :

between AChRs from Torpedo electric organ and

mouse muscle; which is based on a difference in three -

amino acids within the ionic channel.®

It has been reported that ACh potentiats in rat soleus
muscle fibers are potentiated with 1 ¢M imipramine.?®
However, under our experimental conditions even
sinaler conconlrations of imipramine exerted an
inhibitory cffert on the ACh-current. Further studies
are necessary to clarify these differences, which may
be due to the different types of receptors and cells
examined.

The non-competitivo inhibition of both neuronal and

museta AChRs by imipramino shows that the drug
exerts its effects by a steric mechanism with a similar
affinity. Considoring the electric distance (~0.10) for
both types of receptors, jt seems likely that the binding

site of imipramine is within the ionic channel, ciéseto -

its cxtracellular end, similar to the binding site of many

. non-competitivo |nh|b|tors including chlorpromazine

and. histrion icotoxin.® In addition, it appears that in

both neuronal and muscle AChRs, imipramine binds

* ... tothe resting receptor and prevenrsrtfrom the npenmg :
., .-of thé ionic channel. . . -
-Nearly three decades ago it was reported that sero-

tonrn inhibits the AChRs of the neuromuseular junc-
This effect was subsequently widely confirmed

créss-interaction between serotonin and AChRs needs
_to be considered in explaining the varied effects of
antidepressant drugs, bearing in mind that two inhibi-

" tory effects may oceur on AChRs, one exérted by the

antidepressant and the another by the non- corapetrtrve

inhibitory effect of serotonin.

Few papers have studied_effects of |m|pramme on ..
and neuronal®-*" AChRs. Here we comp-.

muscle'-
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lemented previous studies and performed a compara
tive electrophysiological characterization of effects o
imipramine on muscle and neuronal AChRs. A nev
finding was that imipramine acts on both types o
AChRs through similar mechanisms, probably inter
acting within the ionic channel at the same site anc
accelerating the desensitization of AChRs. Also this i;
the first study in which effects of substances such a
norfluoxetine, indatraline, zimelidine, 6-nitro-quipa
zine and trazodone have been explored on n|c0t|n||
receptors.

It has become increasingly important to determint
the effects of antidepressants on neurotransmitte;
receptors and ionic channels, because the role playee
by them on mental depression and other diseases is no
completely understood. For instance, fluoxetine has ai
|nh|b|tor%/ effect on muscle as well as on neurona
AChRs™-»"0-2 histamine H,, adrenergic * and a
and muscarinic receptora, 8 and voltage-activated K
and Na* channels.®

Finally, it is possi bIethat the actions of imipramirie

“inhibiting neuronal AChRs, are related with thera

peutic— and/or sideeffeets because the concentratioi
of |m|pramrne in blood of depressed patients ma;

" reach -2 /xM,® and that the concentration in the braii

is 11-16 fold higher,“® compared with the |C for imip
ramine (3.65 ¢M) on neuronal -a2£4 AChRs studiei
here. Additionaly, - the- demethylated metabolite .0
imipramine, desipramine, that is more concentrated i
blood and brain than imipramine,™® exerts a srmrla
activity in the neuroblastoma cell line SH-SY5Y .2

These célls express AChR a3, a5, a7, 02, and £4 sub
unit genes.** Thus, it is very dey that imipramim

“interaets with AChRs in the peripheral and central ner

vous systems. Further studies are required to clarif
how AChRs are involved in a number of physiologica
and behavioral processes' and how these drugs exor
their action on other AChR subtypes _
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