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PROBLEMA BioQuimico

Caracterizacion de los receptores cardiacos de
rianodinapor ensayo de unién aligando marca-
do radiactivamente

Durante el proceso de excitacion-contraccion en el mus-
culo cardiaco, el aumento en la concentracion del calcio
libre intracelular ([Ca?*]i) activa a la maquinaria contractil
de los cardiomiocitos. La fuente principal de calcio para
la contraccidn se encuentra en los depésitos intracelulares,
localizados en el reticulo sarcoplasmico. La salida de
calcio de estos depositos se da por la via de la activacion
del canal/receptor de rianodina, por un influjo de este
mismao catién del medio extracelular, en el proceso cono-
cido como liberacion de calcio inducida por calcio. El
receptor de rianodina recibi6 este nombre porque fue con
laayuda del alcaloide rianodina (que se extrae de la planta
Ryania Speciosa) que este canal se identifico y localizo
por primera vez en las cisternas terminales (regiones es-
pecializadas del reticulo sarcoplasmico que estan en proxi-
midad con la membrana plasmatica) del musculo esque-
lético (1). Sin embargo, es importante aclarar que en el
corazon, el ligando natural del receptor de rianodina es
el calcio.

En ciertas alteraciones cardiacas como en la
taquicardia ventricular polimorfica (2) y en la insuficien-
cia cardiaca por diabetes (3) se han detectado cambios en
el nimero de receptores funcionales de rianodina, o bien
en la sensibilidad de éstos al calcio, y/o a algunos
moduladores (ATP, Mg?*, FKBPs, sorcina). Mientras que
en otras alteraciones, como en la insuficiencia cardiaca
congestiva (4) no se han detectado estos cambios que com-
prometen la funcion normal del corazon, por lo que se
han buscado otras explicaciones.

Una forma sencilla para determinar la cantidad de re-
ceptores funcionales de rianodina, asi como la sensibili-
dad de los mismos a moduladores, es por medio de ensa-
yos de unién ("binding") a un ligando, marcado
radiactivamente, en este caso la [*H]-rianodina.

PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

Para realizar un ensayo de union a [*H]-rianodina se uti-
liza la fraccion microsomal (100,000 x g) del homogenado
de corazon de perro. En los tubos de union total, se agre-
ga el medio de unién mas [*H]-rianodina a las concentra-
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ciones indicadas en la Tabla 1. Se inicia la interaccion
receptor-ligando con 50 ug de proteina microsomal y se
deja incubar por 90 min a 36 °C, para alcanzar el equili-
brio. Posteriormente se filtra, se lava y se mide la canti-
dad de [®H]-rianodina que permanecié unida a los
microsomas usando el contador de centelleo liquido.

En los tubos de union inespecifica se agrega todo lo
anterior, mas ligando no marcado (10 uM de rianodina)
y se procesa de la misma forma que los tubos en donde se
determind la union total.

La Tabla 1 muestra los datos de radioactividad (en
cuentas por min, o cpm) que se obtienen tanto de los tu-
bos de unidn total como en los de union inespecifica.

Después de un ataque cardiaco agudo (infarto) la fun-
cién del corazén queda comprometida; la parte que no
sufre dafio debe realizar un trabajo mayor para compen-

TABLA 1
Unioén Total Union Especifica
[*H]-Rianodina cpm  cpm  Promedio dpm [ dpm pmol/mg Prot.
(nM) Serie 1 Serie 2
0.6 251 265
1.25 369 423
2.5 688 523
5 1027 873
10 1418 1461
20 1974 2283

Union inespecifica

0.6 63 82
1.25 125 124
2.5 224 212
5 372 366
10 827 706
20 1459 1556

sar la perdida. Esto conduce a un periodo de disminucién
del trabajo cardiaco (insuficiencia cardiaca) y a una com-
pensacion que se refleja en un aumento de la masa muscu-
lar del corazén a posteriori (insuficiencia cardiaca
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congestiva). Los cardiomiocitos del corazén hipertréfico
sufren una remodelacion estructural y aumentan de ta-
mafio; sin embargo, paradéjicamente, la funciéon no me-
jora. Esto se refleja en un corazon que sigue presentando
una menor contractilidad y que genera una presion
sistélica disminuida, entre otras anomalias. Entre las cau-
sas que pueden explicar la disminucién de la funcion
cardiaca del corazon hipertréfico tenemos: 1) que la can-
tidad de receptores de rianodina esté disminuida, por lo
que el proceso de excitacion-contraccion queda compro-
metido; 2) que aunque se mantenga el mismo nimero de
receptores de rianodina, su modulacién sea deficiente y
3) que la cantidad de calcio de los reservorios
intracelulares sea baja e insuficiente para mantener la
contraccidn. El primer planteamiento se puede contestar
con un ensayo de union a [*H]-rianodina. Este experi-
mento se realiza con microsomas (100,000 x g) de cora-
z6n de perro al que previamente se le inserté un
marcapasos para inducirle taquicardia y en consecuencia
hipertrofia cardiaca (4) que equivale a la insuficiencia
cardiaca congestiva en los humanos, con lo que se obtu-
vieron los datos que se presentan en la Tabla 2.

TABLA 2
Unién Total Unién Especifica
[*H]-Rianodina cpm cpm Promedio dpm|dpm pmol/mg Prot.
(nM) Seriel Serie 2
0.6 205 226
1.25 363 367
2.5 640 548
5 920 854
10 1230 1167
20 1920 1847

Union inespecifica

0.6 58 66

1.25 102 105

2.5 165 160
5 249 284
10 499 547
20 1083 1155
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PREGUNTAS

1. La [*H]-rianodina que se uso tiene una actividad es-
pecifica de 56 Ci/mmol y el frasco contiene 0.1 mCi/
ml. Calcule la concentracién molar de la [*H]-
rianodina en el frasco.

2. Haga el promedio de cada punto, tanto para la unién
total como para la unién inespecifica, en ambas tablas
de datos. Convierta el promedio de cpm a
desintegraciones por minuto (dpm) sabiendo que se
usé un contador de centelleo liquido que tiene una
eficiencia del 55 % y tiene una basal de radiactividad
de 20 cpm. Calcule la unién especifica en dpm.

3. Con los datos anteriores, y sabiendo que 1 Ci = 2.2 X
10*2 dpm, calcule la unién especifica de [*H]-rianodina
en pmol/mg de proteina, para cada uno de los puntos
en ambas tablas de datos.

4. Haga las gréficas de saturacion (union especifica en
pmol/ mg proteina vs. [[*H]-rianodina] en nM) y el
ajuste correspondiente de los datos de la Tabla 1y
Tabla 2. Determine la cantidad total de receptores de
rianodina funcionales y la afinidad de los mismos por
su ligando.

5. Qué les sucede a los receptores de rianodina que pro-
vienen de un corazon de perro al que se le indujo una
insuficiencia cardiaca?

6. ¢Este tipo de interaccion es cooperativa? Si 0 no, y
por que.
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