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PROBLEMA BioQuimico

Regulacion de los receptores de rianodina
cardiacos por moduladores endéogenos y
exdgenos: el caso del Ca?* y la cafeina

En el proceso de excitacion-contraccion en e musculo
cardiaco participa activamente € canal de Ca?*/receptor
derianodina (RyR), que al activarse permite € aumento
de la concentracion del Ca* libre intracelular ([Ca?'],)
favoreciendo la contraccién. La activacion del receptor
derianodinaocurre cuando éste une asu ligando natural,
el Ca?*, mediante e fendmeno conocido como liberacion
de C&* inducida por C&?* (1).

El receptor de rianodina es un homo-tetrdmero que se
encuentra asociado a la membrana del reticulo
sarcoplasmico. Se ha determinado que el lado citosblico
del receptor tiene a menos 2 sitios de unidn a Ca?*: un
sitio activador (de mayor afinidad) y otro inhibidor (de
menor afinidad), de forma tal que cuando se grafica la
actividad del receptor de rianodina en funcién de dife-
rentes concentraciones de Ca libre (de pCa 9 apCa 2)
éstatieneformade campana, en dondelamaximaactiva
Ccion se registra a concentraciones micromolares de Ca?*
(2). En algunas arritmias letales, como en la taquicardia
ventricular polimdrfica inducida por catecolaminas (0
CPVT por sus siglas en inglés) se han encontrado muta-
ciones en el receptor de rianodina que tienen efectos
profundos sobre su sensibilidad a Ca?*. Especificamente
lamutacion puntual R4497C, modificasignificativamente
la afinidad del RyR por Ca*, en €l sitio activador, de
formatal que el RyR ésta mas activo a concentraciones
de Ca?* en el rango nanomolar (3). Esto funcionalmente
setraduce en laaparicion de liberaciones de Ca?* anbma-
las que favorecen la aparicion de extrasistoles y en con-
secuencia participan en el establecimiento delaarritmia.

En un problema anterior calculamos la afinidad del
receptor de rianodina por [*H]-rianodina, asi como €l nu-
mero total de receptores activos en una preparacion
microsomal de corazén de perro (REB 26(4): 142-143,
2007). Una forma sencilla para determinar e efecto de
moduladores como & Ca?*, sobre la actividad de estos re-
ceptores, es por ensayos de union a ligando marcado
radiactivamente (binding), en este caso, [*H]-rianodina, en
presenciade diferentes concentraciones de susmodul adores.

Angélica Rueda y Sanchez de la Vega
Correo E: aruedasan@prodigy.net.mx

Planteamiento experimental

Paradeterminar lasensibilidad delos receptores cardiacos
de rianodina a Ca?* se utilizo la fraccion microsomal
(100,000 x g) del homogenado de corazén de perro. En
los tubos de unién total, (que se hacen por duplicado) se
agreg6 la solucion amortiguadora (pH = 7.2) con las di-
ferentes concentraciones de C&* libre indicadas en lata-
bla 1, més [*H]-rianodina a una concentracion fija de 7
nM. Seinicié lainteraccion receptor-ligando a agregar
50 ug de proteina microsomal y se incubd por 90 min a
36 °C, paraalcanzar €l equilibrio. Posteriormente se fil-
tro, selavd y se midié la cantidad de [*H]-rianodina que
permanecio unida a los microsomas usando el contador
de centelleo liquido.

En los tubos de unidn inespecifica (que también se
hacen por duplicado) se agreg6 todo lo anterior, més li-
gando no marcado radiactivamente (10 uM derianodina)
y seprocesd delamismaformaque lostubos en donde se
determind la unién total.

Latabla1 muestralosdatos de radioactividad (en cuen-
tas por min, o cpm) gue se obtuvieron tanto de los tubos
de unidn total como en los de unién no especifica

TABLA 1
Unién Total Unién Especifica
[Ca]dibre cpm  cpm Promedio dpm| dpm  pmol/mg
(uM)  Seriel Serie2 A
0.1 1028 1003
1 1053 1095
10 1454 1475

100 1629 1579
1000 1614 1657
10000 1249 1177

Uniodn no especifica

0.1 942 952
1 939 910
10 940 1000

100 967 991
1000 1053 1017
10000 961 1007
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El receptor de rianodina es un blanco comdn para un
gran numero de factores enddgenos (como Ca?*, Mg,
ATP, ADP, calmodulina, sorcina, y otras proteinas) y
exbégenos (como rianodoles, metilxantinas, toxinas y
anestésicos locales).

Las metilxantinas (dimetilxantina, teobromina,
teofilina, cafeina, entre muchas otras) son componentes
comunes en ladieta de la mayoria de |as personas. Entre
los diversos efectos fisiol6gicos de las metilxantinas se
ha encontrado que evocan la salida de Ca?* de los
reservorios intracelulares a incrementar la sensibilidad
del RyR por su agonista endégeno. Dentro de las
metilxantinas, la cafeina es la que se usa con mayor fre-
cuencia para activar masivamente alos RyRsy determi-
nar el contenido de Ca?* delosreservoriosintracelulares.
Lacafeinaofrece varias ventgjas: es hidrosoluble, difun-
de répidamente através de la membrana plasmaticay su
unién al RyR es muy répiday reversible.

En otro experimento se determiné el efecto de la
cafeina (5 mM) sobre la actividad del RyR a diferentes
concentraciones de Ca* libre. Los tubos se procesaron
de la misma forma descrita anteriormente.

Latabla 2 muestralos datos de radioactividad que se
obtuvieron tanto de los tubos de unién total como en los
de unidn inespecifica, en presencia de 5 mM de cafeina.

TABLA 2
Unioén Total Union Especifica
[Ce]-libre  cpm  cpm Promedio dpm| dpm  pmol/mg
(uM) Seriel Serie?2 P
0.1 1199 1112
1 1753 1909
10 2226 2349
100 2176 2270

1000 2080 1913
10000 1769 1573

Uniodn no especifica

0.1 954 967
1 974 1000

10 1009 968
100 1049 955
1000 927 1014

10000 1174 1127
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PREGUNTAS

1. Hagael promedio de cada punto, tanto parala unién
total como para la unién no especifica, en ambas ta-
blas de datos. Convierta el promedio de cpm a
desintegraciones por minuto (dpm) sabiendo que se
usd un contador de centelleo liquido que tiene una
eficienciadel 55 %y tiene unabasal de radiactividad
de 20 cpm. Calcule la union especifica en dpm.

2. Si un Curie (Ci) esigua a2.2 x 102 dpm, calcule la
unién especifica en pmoles de [*H]-rianodina/lmg pro-
teina, para cada uno de los puntos en ambas tablas,
considerando que la [*H]-rianodina tiene una activi-
dad especificade 56 Ci/mmol.

3. Hagalasgréficas deregulacion delaactividad delos
RyRs por C&*, en ausencia y presencia de cafeina
(unién especifica en pmol/ mg proteina vs. [Ca?] li-
bre en uM); asi como el gjuste correspondiente de los
datos. ¢Cual es€l efecto del Ca?* sobrelaactividad de
los RyR?, ¢Cud es el efecto de la cafeina sobre la
actividad del RyR?

4. Haga las graficas normalizadas, considerando como
€l 100 % el punto en gque se encontrd la mayor unién
especifica. Determine: (a) la concentracion de Ca?*
en la cua se alcanza la mayor actividad del RyR
(Bmax), (b) laconstante de activacion (Ka); (c) el co-
eficiente de Hill de activacion (n; (d) laconstante de
inactivacion (Ki); (e) el coeficiente de Hill de
inactivacion (n)
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