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Resumen  

Identificación de las Proteínas Gi/o heterotriméricas sensibles a Mastoparán 
que inhiben a las Guanililciclasas Particuladas B y Soluble en el Músculo Liso 
Traqueal de Bovinos 
Walid Hassan Soto, CI. 13.514.014, sexo: masculino, E-mail: 
whassansoto@hotmail.com Telf. 04265106267. Dirección: Los Chaguaramos 
Caracas. Postgrado en Ciencias Fisiológicas, Instituto de Medicina Experimental. 
Tutor: Ernesto Trejo, CI. 9.096.750, sexo: masculino, E-mail 
trejo.ernesto@gmail.com   Telf. 04167267859. Dirección: Los Chaguaramos 
Caracas. Postgrado en Ciencias Fisiológicas, Instituto de Medicina Experimental.  
 

 
 Objetivo: Identificar las proteínas Gi/o heterotriméricas sensibles a Mastoparán y 

asociadas al m2AchR, que inhiben a las Guanililciclasas Particulada B (NPR-GC-B) y 
Soluble (sGC) en el músculo liso traqueal de bovinos (MLTB). Métodos: Se utilizaron 

fragmentos intactos de MLTB, para determinar actividad contráctil y los niveles de 
GMPc en presencia de agonistas e inhibidores. Adicionalmente, se utilizaron 
fracciones subcelulares de membrana de MLTB P1+P2 para medir la actividad de 
NPR-GC-B y P1+P220’’CC para medir la actividad de la sGC en presencia de 

péptidos C-Terminal de la subunidad . Por último, se emplearon fracciones P1+P2 y 
P1+P220’’CC libre actividad del receptor muscarínico m3 (m3AchR) activadas con 

Mastoparán y Carbamilcolina, en presencia de anticuerpos anti-G-i/o y para 
identificar las proteínas Gi/o asociadas al m2AchR. Resultados: se encontró que el 
Mastoparán en MLTB intacto inhibe parcialmente la sGC, totalmente la NPR-GC y 
actúa como un inhibidor no competitivo de la contracción, tales efectos son a través 
de proteína Gi/o, ya que los mismos son revertidos con Toxina Pertussis (PTX), 
adicionalmente se encontró, que Mastoparán activa a las proteínas Gi/o asociadas al 
m2AchR, sin activar a dicho receptor.  Los resultados mostraron que las proteínas 
Gi/o asociadas al m2AchR que inhiben a la NPR-GC-B pertenecen a la subfamilia 

y las que inhiben a las sGC son i3Conclusión: Las proteínas Gi/o 

pueden ser activadas directamente por Mastoparán, lo que puede constituir un 
mecanismo novedoso capaz de restituir la función moduladora que ejerce m2AchR 
sobre la permeabilidad de las vías aéreas.  

     
Palabras Clave: Mastoparán, Toxina Pertussis (PTX), Receptor muscarínico m2 

(m2AchR), Receptor muscarínico m3 (m3AchR), Guanililciclasa particulada B (NPR-
GC-B), Guanililciclasa Soluble (sGC), Proteínas Gi/o, Péptidos C-Terminal de la 

subunidad . 
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Identification of Mastoparan-sensitive heterotrimeric Gi/o Proteins that inhibit 
Particulate B and Soluble Guanylyl Cyclase in Bovine Tracheal Smooth Muscle 
 
Objective:  Identify the Gi /o heterotrimeric proteins sensitive to Mastoparan and 

associated with m2AchR, which inhibit Particulate B (NPR-GC-B) and soluble (sGC) 
Guanylyl Cyclase enzyme in bovine tracheal smooth muscle (BTSM). Methods: 

Intact BTSM fragments were used to determine contractile activity and cGMP levels 
in the presence of agonists and inhibitors. Additionally, subcellular membrane 
fractions of BTSM P1+P2 were used to measure the activity of NPR-GC-B and 
P1+P220''C to measure the activity of sGC in the presence of C-Terminal peptides of 

the  subunit. Finally, fractions P1+P2 and P1+P220''CC free activity of the m3 
muscarinic receptor (m3AchR) activated with Mastoparan and Carbamylcholine were 

used, in the presence of anti G-i / o and  antibodies to identify the Gio proteins 
associated with m2AchR. Results: it was found that Mastoparán in intact MLTB 
partially inhibits sGC, totally NPR-GC and acts as a non-competitive inhibitor of 
contraction, such effects are through Gi/o protein, since they are reversed with 
Pertussis Toxin (PTX), additionally it was found that Mastoparán activates the Gi/o 
proteins associated with m2AchR, without activating the receptor. The results showed 
that the Gi / o proteins associated with m2AchR that inhibit NPR-GC-B belong to the 

 subfamily and those that inhibit sGC are i3 Conclusion: The Gio 
proteins can be activated directly by Mastoparan, which may constitute a novel 
mechanism capable of restoring the modulatory function that m2AchR exerts on the 
permeability of the airways. 

Key Words: Mastoparan, Pertussis Toxin (PTX), m2 Muscarinic Receptor (m2AchR), 
m3 Muscarinic Receptor (m3AchR), Particulate Guanylyl Cyclase B (NPR-GC-B), 

Soluble Guanylyl Cyclase (sGC), Gi/o Proteins, C-Terminal Peptides of the  subunit. 
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I Introducción 

 El Sistema nervioso autónomo (SNA) controla muchos aspectos de la función 

respiratoria, entre los cuales destacan la regulación del tono de la musculatura lisa 

de las vías aéreas (MLVA) y la secreción de moco por parte de las glándulas 

submucosas, lo cual está vinculado con la permeabilidad al paso de aire.  

El SNA está conformado por el sistema nervioso simpático, cuyo 

neurotransmisor principal es la noradrenalina y el sistema nervioso parasimpático, 

cuyo neurotransmisor es la acetilcolina (ACh). Este último actúa en las vías aéreas 

como broncoconstrictor mientras que el sistema simpático actúa como modulador (1-

2). 

Además de la influencia del SNA sobre el estado de permeabilidad de las vías 

aéreas se ha demostrado la existencia de un sistema no adrenérgico no colinérgico 

(NANC) que puede actuar como broncodilatador (mediante la activación  de enzimas 

como las Guanililciclasas Solubles y Particuladas activadas por Óxido Nítrico y 

Péptidos Natriuréticos, respectivamente; además de otros péptidos como el intestinal 

vaso activo (VIP), entre otros) y como broncoconstrictor (a través de sustancias como 

la Serotonina, la Histamina y el Neuropéptido Y, entre otros) (3). 

Por lo tanto, el estado de permeabilidad de las vías aéreas es controlado por 

múltiples señales que son reconocidas por el MLVA gracias a una variedad de 

familias de receptores, los cuales, en su mayoría pertenecen a los receptores de 

siete dominios transmembrana (7-TMR) que actúan acoplados a proteínas G 

heterotriméricas (G-Protein Coupled Receptor, GPCR). Entre estos receptores 

destacan, en el MLVA, los receptores muscarínicos (mAChRs) que  son activados en 

condiciones fisiológicas por la ACh liberada por las fibras colinérgicas eferentes que 

provienen del nervio vago y que se encuentran ampliamente distribuidos, a nivel de 

todo el árbol bronquial (1,4).  

La ACh es un neurotransmisor sintetizado por la enzima colina acetil 

transferasa (CAT), la cual cataliza la reacción de unión de la acetilcoenzima A y la 



 

 

4 

 

colina proveniente de fosfolípidos de membrana (fosfatidilcolina) o del sistema de 

recaptura de colina del terminal nervioso, posteriormente, es almacenada en 

vesículas, y liberada  tras la despolarización de la membrana celular. Una vez 

liberada, los efectos funcionales de la ACh finalizan principalmente por la acción de 

la acetilcolinesterasa (AChE) (1,4).  
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1.1 Importancia de los Receptores Muscarínicos en el MLVA  

Los mAChRs son proteínas monocatenarias pertenecientes a la familia de 

receptores GPCR. La unión de la ACh a los mAChRs, activa a un conjunto de 

enzimas efectoras primarias como son la Adenililciclasa, Guanililciclasa y la 

Fosfolipasa C, que generan los segundos mensajeros AMPc, GMPc e IP3 y DAG, 

respectivamente, (Esquema 1). La generación de estos segundos mensajeros 

produce una serie de respuestas fisiológicas a saber: contracción del MLVA, 

estimulación de secreciones mucosas y un incremento en el transporte de iones a 

través del epitelio bronquial entre otras, que pueden exacerbarse en condiciones 

patológicas que cursen con aumento de su liberación (5-6).  
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Esquema 1. Segundos mensajeros asociados a la estimulación muscarínica en el MLVA (4). 
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Las técnicas de clonamiento molecular han revelado la existencia de cinco 

subtipos de mAChRs (m1-m5) (6). Estructuralmente, estos receptores poseen siete 

regiones  -hélice transmembrana con cuatro dominios extracelulares y cuatro 

dominios intracelulares, entre los cuales destaca el prominente lazo citoplasmático 

que se forma entre el quinto y sexto dominio transmembrana denominado i3mAChR, 

que es el sitio de contacto entre los mAChRs y sus proteínas G heterotriméricas 

asociadas (Figura 1). Estas últimas fungen como “interruptores moleculares” que 

en su estado activo sirven de puente entre las señales extracelulares y las enzimas 

efectoras primarias (Esquema 1). 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estructura del Receptor Muscarínico (5). 

 

Los mAChRs pueden ser clasificados de acuerdo con su función en: 

 Subtipos m1, m3 y m5; los cuales estimulan la liberación de los segundos 

mensajeros intracelulares del tipo IP3 y DAG.  

  Subtipos m2 y m4 los cuales inhiben la Adenililciclasa. 

  En el músculo liso traqueal de bovinos (MLTB) se expresan los mAChRs de 

los tipos m2AChR y m3AChR que se han identificado farmacológicamente en una 

proporción de 4:1, respectivamente (7-8).  

Espacio Extracelular  

Espacio Intracelular  

1 7 

 i3mAChR 

3mAChR 
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Existen evidencias que indican que el receptor m3AchR es responsable de la 

contracción de las vías aéreas mientras que el receptor m2AChR modula dicho 

proceso (9).  Esto  ha sido demostrado en ratones  knock-out para el receptor 

m2AChR o m3AChR, en un modelo en que se usó como agonista la Metacolina, o 

mediante la estimulación eléctrica del nervio vago in vivo; el efecto de ambos 

estímulos sobre el estado de permeabilidad de las vías aéreas fue cuantificado 

mediante el empleo de un parámetro denominado Índice de Presión/Tiempo  de las 

vías aéreas (Airway pressure time-index, APTI) el cual permite medir la  modificación 

que sufre la presión proximal de las vía aéreas durante los ciclos respiratorios;  de lo 

cual obtuvieron como resultado que en los ratones knock-out para m2AChR aumenta 

el APTI significativamente con respecto a los Wild type (WT) lo que es indicativo de 

un aumento en la broncoconstricción,  mientras que para los ratones  knock-out para  

m3AChR  se observa que APTI se mantiene en cero o por debajo de este valor lo que 

indica ausencia de bronconstricción,  de estos resultados podemos concluir que los 

m3AChR son responsables de la contracción del MLVA y los m2AChR  son 

moduladores del m3AChR   (9)        (Figura 2). 

 

 

  

 

 

 

 

 
 
Figura 2.  Variación de la APTI posterior a la estimulación eléctrica del nervio 
vago o exposición a la Metacolina. En el Panel A se muestra el APTI medido 
durante la estimulación eléctrica del nervio vago de los ratones knock out para M2 y 
M3 y sus respectivos controles WT. En el Panel B se muestra el APTI en los ratones 
antes mencionados posterior a la administración de Metacolina (Mch) intravenosa en 
un rango entre 5-250 mg/kg. Los resultados corresponden al Promedio ± el error 
muestral estandarizado (n=7 por genotipo) (9). 
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1.2 Distribución de los Receptores Muscarínicos en las vías aéreas. 

La liberación de acetilcolina neuronal está regulada por una red de nervios 

aferentes y eferentes de las vías aéreas que interactúan con sus células 

circundantes. Es importante señalar, que el tracto respiratorio es inervado por el 

nervio vago el cual hace sinapsis en el ganglio tisular parasimpático que se ubica en 

el tejido respiratorio, el mismo posee a nivel post-sináptico a los receptores 

colinérgicos nicotínicos (N) y muscarínicos m1AchR, y a nivel presináptico al 

autorreceptor m2AchR que regula la liberación de acetilcolina. Desde este ganglio se 

proyectan axones que hacen sinapsis en células productoras de moco y en el MLVA, 

los cuales son los tipos celulares vinculados con la regulación del flujo de aire 

(Figura 3). 

 La producción de moco en las vías aéreas centrales está bajo control 

colinérgico, este es una película protectora que sirve para evitar que las partículas 

inhaladas dañen el epitelio de las vías respiratorias. Se compone de electrolitos, 

agua y contiene altas cantidades de mucinas. Las células secretoras de moco en las 

vías aéreas centrales incluyen células caliciformes, que están incrustadas en el 

epitelio, y las glándulas submucosas que están conectadas a la luz de las vías 

respiratorias. Las glándulas submucosas reciben aferencias provenientes del ganglio 

tisular parasimpático y expresan a nivel presináptico al autorreceptor m2AchR y a 

nivel postsináptico a los receptores muscarínicos funcionales m1AchR y m3AchR, en 

una proporción de 1:2. El m3AchR es el receptor predominante que media la 

secreción de moco, mientras que la secreción de electrolitos y agua está controlada 

por los receptores muscarínicos m3AchR, en cooperación con los receptores 

m1AchR. (Figura 3) (4). 

 Por otra parte, en el MLVA como mencionamos anteriormente la relación 

m2AchR/m3AchR es de 4:1 (7)  siendo el receptor m2AchR el autorreceptor 

presináptico y a nivel postsináptico modulador del receptor m3AchR, este receptor a 

diferencia de m3AchR, se hace disfuncional en cuadros inflamatorios que cursen con 
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eosinofilia in situ lo que genera aumento en la secreción de acetilcolina debido a la 

desregulación de los autorreceptores m2AchR  con sus consecuentes efectos  sobre 

la contracción del MLVA y la producción de moco lo que deriva en 

broncoconstricción, la misma ha sido estudiada según los modelos que 

presentaremos a continuación (10-16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática de la distribución de los mAChRs en células 
caliciformes y músculo liso de vías aéreas. La Acetilcolina (ACh) actúa sobre las células 
productoras de moco y las células musculares lisas a través de sus receptores m2AchR y 
m3AchR en músculo liso de vías aéreas y m1AchR y m3AchR en células caliciformes. La 
ACh proviene de la liberación ganglionar la cual es modulada por una retroalimentación 
negativa de ACh sobre el autorreceptor m2AchR presináptico (4).  

m1AchR 

m3AchR 

m1AcH R 

m2AcH R 

Músculo Liso de las Vías 
Aéreas (MLVA) 
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1.3 Disfuncionalidad del m2AchR 

 

 La disfunción del receptor m2AchR ha sido estudiada, in vivo, en acures en 

presencia de uno de los agentes de mayor importancia causantes de la pérdida de 

funcionalidad del m2AchR como es el alérgeno ovoalbúmina, el cual es capaz de 

generar eosinofilia in situ por mecanismos asociados a la IL-5. Para el desarrollo de 

estos estudios, los autores utilizaron agonistas o antagonistas selectivos del receptor 

m2AchR, a saber, la pilocarpina (agonista muscarínico del m2AchR), y galamina, 

(antagonista muscarínico selectivo m2AchR) (10). 

Como lo muestra la Figura 4, panel A, en ausencia de pilocarpina el cambio 

en el tono muscular inducido por estimulación eléctrica del nervio vago no difiere 

estadísticamente entre el grupo de animales control, los previamente sensibilizados 

con ovoalbúmina y los previamente sensibilizados con ovoalbúmina pre-tratados con 

anticuerpos anti-IL-5. En el panel B se muestra que en presencia de pilocarpina se 

produjo, broncodilatación inducida por el estímulo eléctrico, que aumenta de forma 

dosis dependiente en los grupos control y de animales sensibilizados con 

ovoalbúmina pre-tratados con anticuerpos anti-IL-5. Sin embargo, este efecto no se 

observa en los animales sensibilizados, donde solo ocurre un modesto efecto a la 

dosis máxima de pilocarpina (Figura 4, panel B). 

Al evaluar, con el mismo modelo experimental, el efecto del antagonista 

m2AchR galamina, se muestra que en ausencia de galamina la estimulación eléctrica 

del nervio vago  genera broncoconstricción que no muestra diferencias significativas 

entre los tres grupos antes mencionados (Figura 5,  panel A), mientras que la 

galamina potenció la broncoconstricción inducida por la estimulación eléctrica del 

nervio vago en los animales control y los sensibilizados con ovoalbúmina pre-

tratados con anti-IL-5. Por el contrario, en los animales sensibilizados, sin 

pretratamiento con anti-IL-5, la galamina pierde parcialmente el efecto 

broncoconstrictor (Figura 5, panel B). 

Estos resultados permiten concluir: 
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1. La sensibilización antigénica induce disfunción del receptor m2AchR que se 

observa en la disminución en la broncodilatación y broncoconstricción inducidos 

por pilocarpina y galamina respectivamente.  

2. El pre-tratamiento de los animales sensibilizados con el anticuerpo anti-IL-5, 

restaura la respuesta del receptor M2 (10). 

Es de destacar que resultados similares han sido obtenido con  la exposición 

de acures a ozono (11), pesticidas (12) y virus como el de parainfluenza (13); en 

todos los casos los efectos son revertidos por anticuerpos anti-IL-5, lo que establece 

una clara relación entre bronconstricción, eosinofilia y disfuncionalidad del m2AchR 

(14-15), razón por la cual el mismo grupo de investigadores analizaron la celularidad 

en lavados broncoalveolares de los animales en cada condición experimental (Figura 

6). Los resultados muestran un aumento de la celularidad en los animales expuestos 

a ovoalbúmina en comparación con el control y aquellos pre-tratados con anticuerpos 

anti IL-5 (10). 
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Figura 4.  Efecto de la Pilocarpina sobre la permeabilidad al paso de aire en las 
vías respiratorias de acures. Panel A, Bronconstricción basal sin pilocarpina Los 

acures control, los previamente sensibilizados con ovoalbúmina y los previamente 
sensibilizados con ovoalbúmina pre-tratados con anti-IL-5, reciben la estimulación eléctrica 
vagal de 2 Hz, 0,2 ms, 13.3 ± 3.1 V, 45 pulsos/tren en ausencia de pilocarpina.  Panel B 
mismo experimento a concentraciones crecientes de pilocarpina (10). 
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Figura 5.   Efecto de la Galamina sobre la permeabilidad al paso de aire en 
las vías respiratorias de acures. Panel A, Bronconstricción basal sin galamina: Los 

acures control, los previamente sensibilizados con ovoalbúmina y los previamente 
sensibilizados con ovoalbúmina pre-tratados con anti-IL-5, reciben la estimulación 
eléctrica vagal de 15 Hz, 0,2 ms, 58,5 ± 2,8 V, 75 pulsos/tren en ausencia de galamina. 
Panel B mismo experimento a concentraciones crecientes de galamina (10). 
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Figura 6.  Celularidad en los lavados broncoalveolares. El contaje 
celular  de lavados broncoalveloares realizado a acures  control (barras vacías),   
expuestos a antígenos (Barras negras)  y en acures expuestos a antígenos en 
presencia de anticuerpos anti IL-5 (barras trazadas) (10). 

  

El aumento en la celularidad ocurre a expensas de los eosinófilos, cuya 

cantidad va de menos de 5% en condiciones control, a más de 20% al exponerse a 

antígenos. Esto representa alrededor de un 300% en el aumento de número de 

eosinófilos con respecto a la condición control, mientras que los macrófagos 

aumentan cerca de un 70%. Es importante destacar que la eosinofilia es revertida 

significativamente en presencia de anticuerpos ant-IL-5, lo cual demuestra la relación 

existente entre esta citosina y la eosinofilia in situ (10). La migración de los 

eosinófilos a los pulmones es mediada por proteínas de membrana presentes en las 

células nerviosas, conocidas como VLA-4 o antígeno-4 moléculas que aumentan su 

expresión en cuadros de Asma o en la EPOC. Estudios en los cuales se bloqueó 

selectivamente la proteína VLA-4 mostraron una disminución significativa de la 

infiltración eosinofílica (16-18).  
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Una vez que los eosinófilos llegan, por el efecto quimiotáctico, al tejido 

respiratorio se degranulan lo cual incrementa las concentraciones extracelulares de 

proteínas que se caracterizan por tener secuencias poli-lisínicas y poli-arginínicas 

conocidas como Proteínas Catiónicas Eosinofílica entre las cuales destacan la 

Proteína Básica Principal (MBP) y la Peroxidasa Eosinofílica (EPO) que actúan como 

antagonistas del m2AchR (19-23). 

La acción de estas proteínas sobre los receptores muscarínicos ha sido 

estudiada en tejidos que expresan una densidad uniforme de receptores m2AchR y 

m3AchR; como lo son las membranas plasmáticas de corazón de cobayo, que 

expresan exclusivamente el receptor m2AchR (24-25), y membranas de glándula 

submandibular de cobayos, que solo expresan receptores m3AchR (26-27).  

Tal como se muestra en los resultados (Figura 7) tanto las MBP y las EPO 

actúan como antagonistas del receptor muscarínico m2AchR, ya que ambas 

redujeron significativamente la unión del antagonista muscarínico [3H] N-

metilescopolamina en membranas de corazón de cobayo. Por el contrario, en las 

membranas plasmáticas de glándula submandibular no hubo inhibición de la unión 

del antagonista. Sobre la base de estos resultados se puede concluir que el efecto 

antimuscarínico de las proteínas catiónicas eosinofílicas es exclusivamente anti-

m2AchR (28). 

Trabajos posteriores demuestran que con el uso de anticuerpos anti-MBP y de 

heparina (molécula polianiónica) se pueden revertir los efectos antagonistas de las 

MBP y EPO sobre el m2AchR.  Por otra parte, las taquicininas también protegen la 

función de los receptores m2AchR mediante la inhibición de la degranulación de 

eosinófilos (29). 

 

 

 

 

 

 



 

 

16 

 

 

A B 

 

 

 

  

 Figura 7. Efecto de la Proteína básica principal (MBP) y la Peroxidasa 
eosinofílica (EPO) sobre la unión del antagonista muscarínico [3H] N-
metilescopolamina (NMS). Unión de [3H] NMS al receptor M2, en membrana de 
corazón de cobayos (PANEL A) y membranas de glándula submandibular de 
cobayos (PANEL B) incubadas por 3 horas con [3H] NMS (I X 10-10 M) y 
concentración crecientes de MBP y EPO (n = 5; × ± ds) (28). 
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1.4 Mecanismos Moleculares de Activación de los mAChRs y sus Proteínas G 

heterotriméricas asociadas. 

 

Una vez analizada la importancia de los  mAChRs y los factores que afectan 

su funcionamiento en las vías aéreas, es importante analizar que ocurre a nivel 

molecular cuando se activan los mAChRs e interaccionan con sus proteínas G 

heterotriméricas asociadas; en este sentido podemos señalar que la unión del 

agonista muscarínico al mAChR  produce cambios en las orientaciones relativas de 

las hélices transmembrana 3 y 6 de dicho receptor;  estos cambios afectan la 

conformación de las asas intracelulares de los receptores que interactúan con las 

proteínas G en su forma -GDP  con lo cual se promueve la exposición de los 

sitios de unión a GTP (actividad GEF) que se encontraban enmascarados en la 

subunidad  lo que conduce al intercambio del GDP por el GTP, lo cual induce la 

separación  de la subunidad -GTP del dímero   (30). 

El sitio más importante de contacto de la subunidad  con el receptor 

“activado” se encuentra hacia la región C-terminal de dicha subunidad, los estudios 

que utilizan subunidades  quiméricas sugieren que estos residuos contribuyen en la 

interacción específica con los receptores. Por otro lado, en los mAChRs se han 

encontrado una serie de residuos de aminoácidos que son críticos para un adecuado 

reconocimiento de las proteínas G. Estos aminoácidos establecen dominios de unión 

y activación  que están localizados en la segunda (i2) y la tercera (i3) asa intracelular  

de estos receptores. Específicamente, se han encontrado residuos hidrofóbicos en la 

porción N-terminal del asa i3 mAChR que participan en el acoplamiento selectivo 

receptor/proteína G (31). 

        Adicionalmente, el análisis sistemático por medio de mutagénesis sitio-dirigida 

indica la existencia de residuos de aminoácidos críticos para la activación de las 

proteínas G por parte de los mAChRs, estos aminoácidos son Ala448, Ala489, 

Leu492, y Ser493, los cuales conforman una superficie hidrofóbica en el asa  i3 que 

es  determinante para el reconocimiento de las proteínas G heterotriméricas (32). Por 

otra parte, en el asa intracelular i2, se han identificado por lo menos cuatro residuos 
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hidrofílicos en el receptor m4AchR (Ser 168, Arg 171, Arg 176 y Arg 183) que son 

críticos para el reconocimiento selectivo de las proteínas Gq (32). 
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1.5 Las Proteínas G Heterotriméricas: Estructura y Función 

 Los receptores muscarínicos, al igual que el total de los receptores de siete 

dominios transmembrana (aproximadamente 900 subtipos), ejercen su efecto a 

través de proteínas transductoras de señales denominadas Proteínas G 

Heterotriméricas. Estos complejos multiproteícos actúan como “interruptores 

moleculares” que transducen las señales provenientes del medio extracelular a 

través de la membrana plasmática, siendo éstas en su estado activo el puente entre 

las señales extracelulares y las proteínas efectoras primarias (Esquema 1). Dichos 

ligandos extracelulares pueden ser de diversa naturaleza fisicoquímica como: 

hormonas, citoquinas, neurotransmisores, olores, luz etc.  (33-35). 

Las Proteínas G Heterotriméricas están constituidas por  tres subunidades  

denominadas  En su estado inactivo, la subunidad   se encuentra unida al 

GDP formando el complejo -GDPde alta afinidad, el cual se desestabiliza 

cuando  se intercambia  GDP por GTP producto de la interacción del receptor con su 

ligando, lo que genera una subunidad -GTP disociada del dímero  (actividad GEF, 

GTP/GDP exchange factor) (34), los cuales son capaces de interactuar de manera 

independiente con distintos efectores a nivel intracelular y regulan diversas cascadas 

de señalización. La inactivación de estas proteínas G tiene lugar cuando se produce 

la hidrólisis del GTP a GDP por una actividad GTPasa intrínseca de la subunidad 

la cual también puede ser inducida por unas proteínas denominadas GAP (GTP-

ase activating protein)lo que trae como consecuencia la reasociación de la 

subunidad -GDP con el dímero y el regreso a su estado inactivo bajo la forma -

GDP (35).Las proteínas G heterotriméricas se pueden clasificar funcionalmente en 

cuatro familias las cuales comparten características comunes como la inactivación 

por toxinas y la modulación de proteínas efectoras (Tabla 1) (35). 
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Tabla 1. Tipos de Proteínas G Heterotriméricas (30). 
 

Familia 

 

Toxina responsable de la 

ADP-Ribosilación 

Proteína Efectora 

Familia Gs 
Gs1  

Gs2 

Gs3 

Gs4 

Golf 

 
 

Colérica (CTX) 

 
 
 

Adenilil ciclasa (activación) 

Familia Gi 
Gi1 

Gi2 

Gi3 

 

Pertussis (PTX) 

Adenilil ciclasa (inhibición) 

Canales de K+ (activación) 

Canales de Ca2+ (inhibición) 

Fosfolipasa C (activación) 

Fosfolipasa A2 

Go1 

Go2 

 

Pertussis (PTX) 
Canales de K+ (activación) 

Canales de Ca2+ (inhibición) 

Gt1 

Gt2 

    

 
Colérica (CTX) y 
Pertussis(PTX) 

Fosfodiesterasa (activación) 

asociada al sistema de la rodopsina 

Gz 

Ggust 

  
Adenilil ciclasa (inhibición) 

Familia Gq 

Gq11   
 

Fosfolipasa C (activación) 
Gq12 

Gq15 

Gq16 
Familia G12 

G11  Activa el intercambiador Na+/Ca2+ 

G12  Activa el intercambiador Na+/Ca2+ 
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Desde el punto de vista estructural, como se ilustra en la Figura 8, las 

subunidades  contienen dos dominios altamente conservados, un dominio helicoidal 

que mantiene al GTP en el centro de la proteína y otro dominio GTPasa el cual es 

estructuralmente idéntico al de la superfamilia de las GTPasas monoméricas que 

incluyen a las proteínas G pequeñas y a los factores de elongación. 

El dominio GTP-asa está conformado por 6 hebras  plegadas paralelas 

rodeadas de 5 hélices. Adicionalmente, existen 5 motivos desordenados (loops) 

que contienen secuencias consenso para la unión de nucleótidos de Guanina: 

1. GXGESGKS: motivo de unión para el difosfato del GDP 

2. RXXXTXGI y DXXG: motivos de unión al magnesio   

3. NKXD y TCAT: motivos de unión del anillo de Guanina (33-34). 

Por otra parte, existen 3 motivos desordenados alrededor del fosfato- 

denominados interruptores moleculares (Switches) I, II y III que han sido descritos 

como los motivos de unión a proteínas efectoras. Estas estructuras muestran 

arreglos espaciales muy distintos cuando la proteína se encuentra unida a GDP o a 

GTP (33-34), lo cual supone que la actividad GEF genera dos tipos de 

conformaciones: 

1. Conformación adoptada en presencia de GTP (-GTP) que supone la 

estructura apropiada para la unión a proteínas efectoras.  

2. Conformación adoptada en presencia de GDP (-GDP que supone 

la conformación en la cual la subunidad GDP interactúa con los dímeros a 

través de los Switches I, II y III y/o las estructuras análogas en el dímero , lo cual 

produce la neutralización simultánea de los motivos implicados en la interacción de 

estas proteínas con los efectores, lo que genera en este estado una inactivación 

mayor del 80 % de la subunidad -GDP (33-37).    
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Tales cambios conformacionales están relacionados con un aumento en la 

capacidad de asociación de las proteínas G heterotriméricas con sus efectores, ya 

que las subunidades -GDP no resultan inactivas en un 100% (36-39). Esto último es 

debido a que los extremos C-terminales que son los dominios activadores de las 

proteínas efectoras no resultan solapados por el dímero  lo cual se conoce como 

hipótesis de LATCH o del cierre. Tal hipótesis ha sido confirmada en varias 

aproximaciones experimentales entre las que se encuentra las de Bruges y col. (37) 

quienes describen que el péptido que posee las secuencias del dominio C-Terminal 

de la proteína Gq16 (NIRKVFDVRDSVLAARYLDEINLL) es capaz de activar a la 

Guanililciclasa particulada tipo B (NPR-GC-B) en una fracción del sarcolema del 

MLTB (37). 

Las subunidades se caracterizan por poseer en su extremo N-Terminal, un 

motivo  para la inserción de ácidos grasos, los cuales anclan a la subunidad  en la 

membrana y estabilizan los heterotrímeros. Todas las familias de proteínas G, a 

 

Figura 8.   Estructura de la Proteína Gi1  
heterotriméricas (tomado de la página web dir.niehs.nih.gov/.../ 

birnbaumer/research.htm) 

http://dir.niehs.nih.gov/dirlst/groups/birnbaumer/research.htm
http://dir.niehs.nih.gov/dirlst/groups/birnbaumer/research.htm
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excepción de Gt, poseen cisteínas en sus extremos amino terminal, las cuales 

pueden ser palmitoladas de manera reversible por enzimas tioesterasas. Sin 

embargo, a las subunidades  de la familia Gi se les unen irreversiblemente varias 

moléculas de ácido mirístico (ácido graso de 14 carbonos) en el extremo amino 

terminal de estas proteínas (41-43). 

Por otra parte, la función de los dímeros estaba originalmente asociada 

con la finalización de la activación de las subunidades GTP. Sin embargo,  se 

demostró que estos dímeros pueden estar asociados a activación de: los canales de 

K+ en células atriales (31), PLC, adenililciclasa,  quinasa  de receptores   

adrenérgicos,  PI-3 quinasa,  canales de calcio, entre  otros efectores (32-34). 

 Desde el punto de vista estructural las subunidades poseen una estructura 

secundaria conformada por siete hojas  plegadas denominadas también  propelas, 

dicha estructura se caracteriza por poseer un extremo             N-Terminal que adopta 

una estructura secundaria de  hélice que es crucial para la interacción y la 

estabilidad del dímero denominado motivo  similar a gamma o “gamma -like” (31). 

Estructuralmente, las hélices yy su lazo de unión son los motivos implicados 

en la interacción del dímero con sus respectivos efectores. Es bien conocido que 

la subunidad GTP interactúa con la  a través de su extremo N-Terminal haciendo 

un contacto extensivo entre ambas (32). 

En relación con la estructura primaria de la subunidad  se han encontrado 

que los 5 tipos hasta ahora descritos son similares. En este sentido, las subunidades 

-poseen dominios conservados en un 80% (Esquema 2) mientras que la 

subunidad solo presenta un 50 % de homología, siendo todas las subunidades  

con la excepción de 5, capaces de interactuar de forma estable con las 

subunidades ; esta propiedad de constituye un mecanismo molecular 

desconocido, el cual está asociado a la fototransducción (44-45). 

Las subunidades  son proteínas de bajo peso molecular que poseen entre 

68-75 aminoácidos. Estas proteínas se caracterizan por tener dos -hélices unidas 

por un lazo. La hélice del extremo N-terminal de las subunidades  interactúa con la 

hélice N-terminal de la subunidad Las subunidades están firmemente asociadas 
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a la monocapa interna de la membrana plasmática mediante modificaciones del tipo 

farnesilación, doble geranililización y carboximetilación que se generan mediante 

enlaces tioésteres, con cisteínas de los extremos C-Terminal de estas subunidades 

(31). Las modificaciones lipídicas postranscripcionales de las subunidades 

GyGdefinen el tráfico de las proteínas G a través de las vesículas intracelulares, 

tal hecho constituye un mecanismo regulatorio de la interacción de las proteínas G 

con los receptores ya que la internalización  o exposición de estos últimos, está 

íntimamente ligada a  la actividad biológica de un receptor acoplado a  proteínas G, 

el cual puede aumentarse por la interacción ligando-receptor hasta cinco veces 

sobre el nivel basal (32).  

 

Por otra parte, las subunidades  y las subunidades  forman una unidad 

funcional denominada dímero  que no es disociable (solo por desnaturalización) 

(38,41). Finalmente, se conoce que existen más de 60 posibles combinaciones de 

dímeros  que, aunque poseen un altísimo grado de homología en el “Switch 2” 

(dominio de interacción con la subunidad  no forman heterotrímeros estables con 

los diferentes subtipos de subunidades  (45). Adicionalmente, cada subunidad es 

codificada por un gen específico y poseen una localización específica y efectores 

específicos como se puede observar en la Tabla 2.  Por otra parte, aunque casi 

todas las combinaciones de dímeros  se pueden constituir in vitro (43,46) no todas 

esas combinaciones existen en la naturaleza, en este particular se han descrito 

principalmente los dímeros que se forman de las interacciones entre la subunidades 

ycomo se  muestra la Tabla 3. 
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Por otra parte, las subunidades  y las subunidades  forman una unidad  

 

 

 

Esquema 2. Alineación de las subunidades Esquema que muestra la alineación de las 

subunidades   tomando como referencia a la subunidad el punto en  y  indica 

que el aminoácido es igual al de la subunidad  
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Tabla 2. Genes, localización y efectores de las subunidades  y (31) 

Subunidad Gen Expresión Efectores  

1 GNB1 En todos los tejidos  AC tipo I ↓ 

 

AC tipos II, IV, VII 1 ↑ 
 

PLC () ↑  

 GIRK1–4 (Kir3.1–3.4) ↑ 
 (GRK 2, 3) ↑  

 PI-3-K,  y  ↑ 
VDCC T (Cav3.2) ↓  

 

 GNB2 En todos los tejidos 

 GNB3 Retina y Olfato 

 GNB4 En todos los tejidos 

 GNB5 Principalmente en cerebro  

 GNGT1 RETINA   

 GNGT1 RETINA  

 GNG2 En todos los tejidos  

 GMG3 Cerebro y Sangre  

 GNG4 CEREBRO  

 GNG5 En todos los tejidos  

 GNG7 En todos los tejidos  

 GNG8 REGION OLFATORIA  

 GNG10 En todos los tejidos  

 GNG11 En todos los tejidos  

 GNG12 En todos los tejidos  

 GNG13 CEREBRO   
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Tabla 3. Interacciones entre las subunidades y. 

Subunidad  Subunidades  

 Todas las Subunidades  (47-53) 

 Todas excepto y (47-53) 

 y

 y

 y
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1.6 GMPc y la señalización celular. 

 El GMPc fue descrito en fluidos biológicos en 1963;  para ese momento ya se 

conocía el papel del AMPc como segundo mensajero intracelular, siendo los 

agonistas -adrenérgicos responsables del incremento de los niveles 

intracelulares del AMPc y los agonistas muscarínicos, los responsables del 

incremento en los niveles del GMPc. Al ser los agonistas  adrenérgicos y 

muscarínicos dos sistemas antagónicos, se postuló la existencia de una doble 

señalización celular a través de un sistema fisiológico antagónico tipo Ying- Yang 

(56).  

En el MLVA clásicamente, el AMPc se ha asociado a la relajación mientras 

que el GMPc participa tanto en la relajación como en la contracción muscular lisa 

por lo que, se ha postulado la existencia de dos compartimientos de GMPc 

funcionalmente diferentes, así: 

1. Un compartimiento, sensible a un grupo de sustancias que incluyen a los 

agonistas muscarínicos e histamina que incrementan los niveles de GMPc 

intracelular y que están asociados a la contracción muscular lisa (57).   

2. Otro compartimiento regulado por nitrocompuestos y péptidos natriuréticos, los 

cuales provocan la relajación del músculo liso, asociada con un incremento en 

los niveles intracelulares de GMPc. (58) 

A nivel celular, el GMPc es producido a partir del GTP por la acción de dos 

tipos de Guanililciclasa: 1) Guanililciclasa Particulada (pGC) y 2) La Guanililciclasa 

Soluble (sGC) (59). 

Las Guanililciclasas particuladas son desde el punto de vista estructural   

homodímeros que poseen dos sitios catalíticos los cuales deben estar dimerizados 

para   sintetizar GMPc a partir de GTP. 

Estas enzimas comparten características altamente conservadas entre todas 

las isoformas de Guanililciclasas particuladas. Dichas estructuras constan de: 

 Dominio extracelular de Unión a Ligandos    
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 Dominio Transmembrana  

 Región Homóloga al Sitio Catalítico de Proteínas Quinasas  

 Dominio Catalítico (situado en la región C-terminal) 

 Dominio Yuxtamembrana: Región corta de aproximadamente 25 aminoácidos, 

situado en la parte distal del dominio transmembrana, en la región 

citoplasmática de la proteína, que se ha postulada como el sitio de unión de 

Proteínas G (59) (Figura 9). 

 En vertebrados las Guanililciclasas particuladas pueden clasificarse en tres 

grupos principales:  

1. Las pGC sensibles a la enterotoxina, estable al calor, producida por E coli 

(ST-a) y a las hormonas Guanilina y Uroguanilina (conocida como GC-C)  

2. Las pGCs (D,E,F) de las cuales no se conocen agentes farmacológicos 

capaces de activarlas desde el medio extracelular (receptores huérfanos), 

estas suelen ser activadas intracelularmente y se encuentran asociadas a 

sistemas sensoriales (60-61). 

3. Las Guanililciclasas sensibles a péptidos natriuréticos (NPR-GCs) que a su 

vez se clasifican de acuerdo con el péptido natriurético activador como se 

observa en la Tabla 4 (60-61). 
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Tabla 4. Guanililciclasas Sensibles a Péptidos 

Natriuréticos (59). 

Tipo de Guanililciclasa 

Péptido  

Natriurético 

NPR-GC-A ANP≥BNP >> CNP, 

NPR-GC-B CNP>>ANP≥BNP 

 

En el MLTB se ha demostrado la existencia de las NPR-GC tipo A y B, las 

cuales son activadas por ANP o CNP, respectivamente; siendo la pGC-B las que 

poseen mayor actividad enzimática (62-63). Sin embargo, independientemente del 

activador, ambos ligandos relajan el MLTB; además en el MLVA se ha descrito 

una vía de señalización celular,  en la cual las Guanililciclasas Particuladas del tipo 

NPR-GC presentes en las membrana plasmáticas del MLVA se encuentran 

reguladas recíprocamente por dos subtipos de receptores muscarínicos: m3AChRs 

y m2AChRs, los cuales se encuentran acoplados a sus correspondientes  

proteínas G y han sido designadas como Gq16 y Gi, que se encargan de mediar la 

activación (proteína Gq16) e inhibición (un subtipo de proteína GI/o que aún se 

desconoce ) de la NPR-GC (64) (Figura 10). 
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Por otra parte, las Guanililciclasas Solubles (sGC) se encuentran en el 

citoplasma de casi todas las células de mamífero y median un amplio rango de 

importantes funciones fisiológicas, tales como la inhibición de la agregación 

plaquetaria, la relajación del músculo liso, la vasodilatación, la transducción de 

señales a nivel neuronal y la inmunomodulación (65-69). 

 Desde el punto de vista estructural las sGC son un heterodímero que posee 

un grupo hemo unido a dos subunidades  y . La subunidad  tiene un peso 

molecular de aproximadamente 70 kDa, mientras que la subunidad  posee un 

peso molecular entre 73-82 kDa. Cada subunidad tiene un dominio regulatorio N-

Terminal y un dominio catalítico C-terminal, el cual posee un alto grado de 

homología con el correspondiente dominio de la Guanililciclasas particuladas 

(Figura 11). Ambas unidades poseen dos isoformas a saber ,  y (70) 

siendo el dímero  el más ubicuo (71) y el que se expresa en MLTB (72).  

Estas sGC requieren al Mn+2 y al  Mg+2   como cofactores para expresar su 

máxima actividad catalítica (65-69).  

 

 

 

 

Figura 10. Modelo de regulación dual de la NP-GC mediante 

receptores muscarínicos (64). 
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Las Guanililciclasas solubles  se transforman en un complejo ferroso-nitrosil-

hemo, la formación de este complejo conduce al rompimiento de un enlace entre 

el grupo imidazol axial y el hierro del grupo hemo,  lo que provoca un cambio 

conformacional en la estructura de la proteína, lo que crea una estructura 

semejante a la protoporfirina IX (PPIX), la cual es la estructura crucial para la 

        

Figura 11.  Estructura de la Guanililciclasa Soluble (59). 

 
Extremo Amino terminal 

Dominio Hemo de Unión  

Dominio de dimerización   

Dominio Catalítico  

Extremo C-terminal  
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activación de esta enzima (59); dicha estructura (PIPX) es interferida por el ODQ  

(1H-[1,2,4]oxadi azolo[4,3-a]quinoxalin-1-one ) que actúa como inhibidor de la sGC 

y es usado para demostrar las cascadas de señalización celular en las que 

participa esta enzima (65-69). 

Es importante recalcar que los activadores directos de las NPR-GCs y las 

sGCs, a saber, péptidos natriuréticos y donadores de NO, generan cascadas de 

señalización que conducen a la relajación del MLVA.  Por otra parte, cuando estas 

enzimas son activadas por receptores muscarínicos se encuentran asociadas a la 

contracción. 

La relación  existente entre la contracción del músculo MLTB y la activación de 

las Guanililciclasas quedó demostrada mediante experimentos realizados en MLTB 

intacto aislado en baño de órgano, en los que se evidenció que la administración del 

agonista muscarínico carbamilcolina (CC) era capaz de producir una contracción 

dependiente de la concentración en un rango entre 10-9-10-4 M (Figura 12)  tal 

contracción ocurre durante los primeros 90 s después de añadida la carbamilcolina, 

período de tiempo en el cual se ha descrito la aparición de incrementos en los niveles 

intracelulares de GMPc en forma de señales transitorias (picos).  Estos picos de 

GMPc ocurren a los 20 y 60 s después de la adición de carbamilcolina como lo 

muestra la Figura 13 en la cual podemos visualizar que la concentración de GMPc d 

e la primera señal es aproximadamente el doble con respecto a la segunda (73). 
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 Por otra parte, los autores realizaron el mismo esquema experimental en 

presencia de un inhibidor especifico de la sGC,  ODQ el cual genera una inhibición 

selectiva de la primera señal de GMPc (20s) sin afectar la segunda, de lo cual se 

concluye, que la primera señal proviene de la activación de la sGC y la segunda 

proviene de la activación de las NPR-GCs (Figura 13) (73). 

  En estudios posteriores realizados en la Sección de Biomembranas del 

Instituto de Medicina Experimental de la UCV, se ha demostrado que el ODQ inhibe 

parcialmente la contracción del MLTB  dependiendo de la concentración lo cual 

permite relacionar a la primera señal de GMPc con la contracción del MLTB. (Figura 

14). 

 

 Figura 12. Efecto de la concentración de carbamilcolina sobre la actividad contráctil del 
MLTB. La máxima actividad contráctil es considerada 100 % (3,2 ± 0,2 g). Cada valor 

corresponde a 5 franjas musculares de diferentes tráqueas ± el error estándar (73). 
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Figura 13. Efecto del ODQ en función del tiempo sobre los niveles del GMPc inducidos 
por la carbamilcolina en el MLTB. Las franjas musculares son estabilizadas por 10 min en 
medio Krebs Ringer-bicarbonato (KRB) a 37 °C luego son pre-incubadas por 30 min con ODQ 
(■) (100 nM) y el “control” (sin ODQ) (□) posteriormente se agrega carbamilcolina 1x10-5M y 
cada 10 s se retira una muestra de la cámara multiórgano y se congela en nitrógeno líquido para 
luego determinar el contenido de GMPc.  Cada punto representa el promedio de 3 experimentos 

± el error estándar (73). 
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Figura 14. El efecto del ODQ sobre la actividad contráctil inducida por el agonista 
muscarínico carbamilcolina 10-5M. Las franjas musculares fueron pre-incubadas con ODQ 
por 10 min y posteriormente se añadió carbamilcolina 10-5M. La máxima actividad contráctil 
fue considerada 100 % sin ODQ (1,8 ± 0,2 g). Cada valor corresponde a X̄ ± ES de 3 franjas 
musculares de diferentes tráqueas.     



 

 

38 

 

Además de los estudios con  el inhibidor de las sGC ODQ,  estudios posteriores 

utilizaron técnicas farmacológicas que permiten estudiar la interacción de los 

receptores con las proteínas G por medio del uso de compuestos que pueden 

inactivar de forma permanente dichas proteínas, en este sentido como se señaló en 

la Tabla 1  las subunidades  de la familia Gi/o  poseen sitios que pueden ser 

modificados de manera covalente  por la toxina de la Bordetella pertussis (PTX), la 

cual depende de ATP para su actividad.  

Por otra parte las proteínas G heterotriméricas también pueden ser afectadas por 

compuestos activadores como  el tetradecapéptido catiónico Mastoparán (75-76), el 

cual se encuentra presente en el veneno de las avispas de la especie Vespula lewisii 

(77). Este péptido estimula directamente a las subunidades  de las proteínas Gi/o 

sensibles a PTX, incrementando la unión de GTP y la actividad GTPasa de estos 

subtipos de proteínas G (78-79).  

       El Mastoparán pertenece a una familia de péptidos catiónicos que fue descrita 

originalmente por Hirai y col. en 1979 (77) y ha sido identificada como el principio 

activo degranulador de mastocitos del veneno de la especie Vespula lewisii, este se 

caracteriza por: 

1. No formar Puentes disulfuro. 

2. Formar hélices.  

3. Poseer un alto contenido de aminoácidos hidrofóbicos.  

4. intercalar tres lisinas en su estructura primaria: estos residuos de aminoácidos 

cargados positivamente modulan la capacidad de inserción de Mastoparán a las 

membranas plasmáticas. Por lo cual a mayor número de lisinas menor capacidad 

de inserción y por tanto menor actividad desacoplante de proteínas Gi/o, en este 

sentido se han descrito dos análogos  de Mastoparán a saber: 

 Mastoparán 17 que posee 4 lisinas y por ende posee menor capacidad de 

inserción a membrana lo que lo hace menos activo que Mastoparán.  

 Mastoparán 7 que posee dos lisinas y es menos catiónico que el Mastoparán, 

lo que mejora la inserción a membranas y por tanto es más activo que 

Mastoparán (Tabla 5) (80-81). 
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Tabla 5. Estructura  Primaria del Mastoparán y de sus Análogos 

Mastoparán 7 y Mastoparán 17. 

Mastoparán 17 INLKAKAALAKKLL-NH2 

Mastoparán INLKALAALAKKIL-NH2 

Mastoparán 7 INLKALAALAKALL-NH2 

En dicha familia de péptidos catiónicos también se encuentran las  

Neuroquinina, Sustancia P y el Compuesto poliaminado 48/80 que  al igual que el 

Mastoparán se caracterizan por activar las  Proteínas G heterotriméricas como las 

Proteínas  Gi/o , aunque en menor grado. Estos efectos se evitan en la mayoría de 

los casos si las proteínas G modificadas son tratadas con PTX o con anticuerpos 

contra las subunidades Gi/o (80-81).  

 Cuando se utilizó el modelo experimental anteriormente descrito en 

presencia de Mastoparán a la concentración de 50 nM,  (Figura 15) se observó una 

inhibición de las dos señales de GMPc tanto a los 20 s en un 57% (inhibición parcial) 

como a los 60 s en su totalidad lo cual al igual que con el ODQ está estrechamente 

vinculado con una inhibición del efecto contráctil inducido por carbamilcolina sobre el 

MLTB (Figura 16).  En esta condición el Mastoparán inhibe totalmente la contracción 

del MLTB a una concentración de 50 nM, este efecto inhibitorio fue estudiado a 

diferentes concentraciones y se observó que el Mastoparán fue capaz de reducir la 

respuesta máxima sin afectar la DE50 de carbamilcolina  lo que nos permite 

considerar al Mastoparán  como un inhibidor del tipo no competitivo de la contracción 

inducida por carbamilcolina. (82) (Figura 16). 
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Figura 15.  Efecto del Mastoparán en función del tiempo sobre los niveles del 
GMPc inducidos por la carbamilcolina en el MLTB. Las franjas musculares son 
estabilizadas por 10 min en medio KRB a 37 °C luego son pre-incubadas con 
Mastoparán (50 nM) (□) y el “control” (■) sin Mastoparán posteriormente se agrega 
carbamilcolina 1x10-5M y cada 10 s se retira una muestra de la cámara multiórgano y 
se congela en nitrógeno líquido para luego determinar el contenido de GMPc.  Cada 
punto representa el promedio de 3 experimentos ± el ES (*p<0,05) (82). 
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Figura 16. Curva dosis-respuesta de la contracción del músculo liso traqueal de 
bovino con carbamilcolina a diferentes concentraciones de Mastoparán. Las franjas 
musculares fueron pre-incubadas por 10 min con diferentes concentraciones de 
Mastoparán, y sin Mastoparán (control) posteriormente se añade carbamilcolina 10-5M. 
Cada valor corresponde a X̄ ± ES de  3 franjas musculares de diferentes tráqueas. *(p < 
0,05) (25). Control ■; 2,5nM ▲; 5 nM▼; 10nM○; 25nM�; 50nM● (82). 
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 Estos experimentos ponen de manifiesto que: 

1. El Agonista muscarínico carbamilcolina a pesar de no atravesar la membrana 

plasmática puede activar a una enzima citosólica como la sGC. 

2. El Mastoparán que es un péptido catiónico formador de hélices que no 

atraviesa la membrana plasmática, logra inhibir en casi un 60% la señal de sGC. 

               En este sentido, Uray y col. demostraron el origen bioquímico de la cascada 

asociada a la señal de 20 s  (72)  dichos autores realizaron  experimentos con franjas 

de MLTB intactas las cuales fueron expuestas  por  70 s al agonista muscarínico 

carbamilcolina [1×10−5 M], durante este periodo de tiempo se removía una franja 

cada 10s, de las cuales  se obtuvo un extracto crudo de membrana. En estas 

membranas se evaluó la actividad GC en presencia de 3mM MnCl2, 0,2M GTP, 5mM 

creatina fosfato, y 10 IU fosfocreatina quinasa en 0,01% de BSA, en las siguientes 

condiciones a saber: basal, en presencia de carbamilcolina, en presencia de SNP y 

con Carbamilcolina + SNP (Figura 17). 

Esos experimentos demostraron: 

1. Un aumento de la actividad GC a los 20 s y 60 s en membranas activadas 

con carbamilcolina.  

2. La actividad GC en membranas activadas con carbamilcolina se 

incrementa a los 20 s en presencia de SNP mientras que la señal a 60s es 

insensible al SNP. 

           Debido al aumento significativo de la actividad sGC a los 20 s con CC+ SNP 

los autores realizaron, en esta condición, inmunoblots  con anticuerpos específicos 

contras las subunidades sGCysGCen este sentido sometieron, membranas 

pre-incubadas con carbamilcolina y membranas control, a electroforesis en  gel de 

SDS-PAGE  al  12% el cual fue transferido a membranas de nitrocelulosa y expuesto 

a anticuerpos policlonales específicos 

contra la subunidad α1–sGC, α2–sGC,  β1-sGC  o β2-sGC, observandose una banda 

que migró con un peso molecular de 72 kDa, a 0, 20 y 60 s   con anticuerpos α1–

sGC,   después de la exposición a carbamilcolina (Figura 18 A),  y una banda que 
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migró con un peso molecular de 65 kDa con anticuerpos β1-sGC, a los 20 s después 

de la exposición a carbamilcolina  (Figura 18 B). 

 

  

 

 

 

 

  

  

Figura 17. Actividad Guanililciclasa estimulada por carbamilcolina [1 × 10−5 M] en el 
tiempo. La actividad GC fue medida en cada extracto crudo de fracciones de membrana 

plasmática de MLTB.  Basal  CC [1 × 10−5 M] ▲ SNP  ▪ CC + SNP. Cada Valor 

corresponde al promedio de 3 franjas  distintas de MLTB (72). 
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 Tomando en cuenta: 

 Que el m2AchR tiende a hacerse disfuncional y que la pérdida de función del 

m2AchR por mecanismos diversos ocasiona bronconstricción. 

 Que el Mastoparán es un inhibidor no competitivo de la contracción del MLTB 

y a su vez inhibe las dos señales de GMPc que provienen de las sGC y las 

NPR-GC-B. 

 Que el mecanismo de acción descrito para Mastoparán es mediado por 

activación de proteínas Gi/o.  

En el presente trabajo de investigación nos propusimos identificar  las proteínas Gi/o 

asociadas al m2AchR, relacionadas con la inhibición de las señales colinérgicas de 

GMPc (20s y 60s) inducida por Mastoparán, como posible mecanismo novedoso 

capaz de activar las proteínas Gi/o sin pasar por la activación del m2AchR.  

 Figura 18. Identificación por Western blot de las subunidades y  de la 

sGC en extracto crudo activado con carbamilcolina (72). 
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II Objetivos  

2.1 Objetivo General. 

Identificar a las proteínas G heterotriméricas de la subfamilia Gi/o sensibles a 

Mastoparán y asociadas al m2AchR, que intervienen en la inhibición de la         NPR-

GC-B y la sGC en el MLTB. 

 

2.2 Objetivos Específicos: 

1. Evaluar el efecto de concentraciones crecientes de Mastoparán sobre los 

niveles de GMPc inducidos por la activación colinérgica del MLTB. 

2. Determinar el efecto de la PTX sobre las señales del GMPc y la contracción 

inducida por carbamilcolina en el MLTB en presencia y ausencia de 

Mastoparán.  

3. Evaluar el efecto de los péptidos carboxilo terminal de las subunidades alfa de 

las proteínas Gi/o sobre la actividad NPR-GC-B y sGC en fracciones de 

membrana de MLTB. 

4. Evaluar el efecto de anticuerpos anti-Gi/o y anti- sobre la actividad 

muscarínica de las NPR-GC-B y sGC en fracciones de membrana de MLTB 

cuyos receptores m3AChR han sido inactivados.  

5. Evaluar el efecto de anticuerpos anti-Gi/o y anti- sobre la actividad de las 

NPR-GC-B y sGC en fracciones de membrana de MLTB expuestas a 

Mastoparán, cuyos receptores m3AChR han sido inactivados.  
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III Materiales y Métodos 

3.1 Material biológico 

Se utilizó un modelo experimental ex vivo de tráqueas de bovino (Bos 

taurus). Las tráqueas se obtuvieron de animales sanos certificados y recién 

beneficiados en el matadero local (Matadero Caracas), las cuales fueron 

trasladadas al laboratorio en condiciones refrigeradas a 5°C y mantenidas en 

solución de Krebs Ringer-bicarbonato (KRB). La composición de este 

amortiguador en mM es: NaCl 118,5; KCI 4,47; MgS04 1,18; KH2P04 1,18, CaCl2 

2,54; NaHC03 24,9; Glucosa 10; pH: 7.4. 

3.2 Reactivos: 

Tabla 6. Reactivos utilizados discriminados por casa comercial. 

REACTIVOS Casa Comercial® 

Carbamilcolina, EDTA, Atropina, Glucosa, 
Mastoparán,   Sacarosa, Tris, HCl, Ditiotreitol (DTT), 
PMSF, Sacarosa, CNP-53, SNP, TCA, Tartrato de 

Na y K, DTT, PMSF, 4-Difenilacetoxi-N-
metilpiperidina metiodida (4-DAMP) mustard, 
metoctramina, creatina fosfato, fosfocreatina 
quinasa, GTP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sigma 

 

 

 



 

 

47 

 

REACTIVOS Casa Comercial® 

NaCl, KCI, MgS04, KH2P04, CaCl2, H2S04, Reactivo 

de Folín y Sulfato de Cobre. 

Merck 

NaHC03, TCA, HCL, Xileno Fisher 

Estuche de Biotrans Assay System para la 

determinación de GMPc 

Amersham 

Péptidos C terminal:                      

-Gi1-2:  KNVQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF 

-Gi3:      NVQFVFDAVTDVIIKNNLKECGLY 

-Go1:     NIQVVFDAVTDIIIANNLRGCGLY 

-Go2:     NIQFVFDAVTDVIIAKNLRGCGLY 

 

 

 

Unidad de síntesis de 
Péptidos del Instituto 
de Medicina Tropical  

 

Adicionalmente, se utilizaron una serie de anticuerpos policlonales de la 

casa Santa Cruz Biotechnology, Inc. En la Tabla 7 se indican los epítopes (cuando 

la información fue provista por el fabricante). Los anticuerpos se probaron sobre 

los controles en diluciones seriadas, se usó la mínima dilución en la que se 

observó el mayor efecto inhibitorio (en el caso de Gα i-1 o Gα i-2 en los cuales no 

se observó actividad inhibitoria se utilizó la dilución de 1/50 la cual es 10 veces 

superior a las sugerida por el fabricante).  
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Tabla 7. Anticuerpos Epítopes y diluciones utilizadas para el bloqueo de 

las proteínas Gi/o, , m2AchR y m3AchR. 

Anticuerpos 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Dilución Epítope 

Gα i-1 

 

1:50 No indicado. 

Gα i-2 

 

1:50 No indicado. 

Gα i-3 

 

1:50 Dirigido contra los residuos 
339-354. 

Gα o 

 

1:50 Dirigido contra los residuos 
161-170 

G 1 

 

1:100 Dirigido contra los residuos 
130-145 

G 4 

 

1:50  Dirigido contra los residuos 
197-225 

Anti m3AchRI3 1:50 Dirigido contra el asa 
intracelular I3 

Anti m2AchRI3 1:50 Dirigido contra el asa 
intracelular I3 
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3.3 Disección del músculo liso traqueal de bovino (MLTB). 

Para disecar el MLTB se cortó la tráquea a nivel de su tercio superior.  Una 

vez obtenida esta porción, se separaron los tejidos conectivo y epitelial del tejido 

muscular liso manteniéndose este último, unido al cartílago traqueal en forma de 

franjas musculares de aproximadamente 10 x 2 mm para preservar la tensión 

normal sobre el tejido muscular. Una vez disecado el tejido se colocó en solución 

KRB burbujeada con carbógeno (95% de O2 y 5% de CO2), a temperatura 

ambiente hasta su uso en un lapso no mayor de seis horas, con cambios 

periódicos de la solución amortiguadora, cada 30 min. 

3.4 Actividad contráctil del MLTB. 

La actividad contráctil del músculo liso se determinó en presencia de 

agonistas, e inhibidores, según sea el caso. Para evaluar la actividad contráctil, las 

franjas de MLTB de aproximadamente 10 x 2 mm fueron colocadas en un baño de 

órgano de 20 ml de capacidad, en el cual el tejido fue conectado a un sistema 

Transductor de fuerza y desplazamiento  FT03 (Grass Instrument-modelo FT03)  

el cual a su vez se encontraba acoplado a un polígrafo (Grass Instrument® 

polygraph M7B), el tejido es calibrado a una relación de 1 cm/g de tensión y 

sumergido en solución KRB a 37 ºC, burbujeadas con carbógeno  (23). Los 

resultados fueron expresados como porcentaje de la contracción muscular en 

función del control (valores promedios ± DS de n≥3). Estas preparaciones fueron 

desarrolladas siguiendo la secuencia de adición de reactivos que se muestra en el  

Esquema 3 (Figura 19).   
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Control                                                                                                     200 min 

Periodo de Estabilización (PE)  CC 10-9- 10 -5M  

  

PTX 200 ng/ml 

               20 min                                                                                     200 min 

   PE PTX 200 ng/ml CC 10-9- 10 -5M 

   

Mastoparán 50 nM (MP)  

                                                                                         190min          200 min                     

Periodo de Estabilización (PE) MP CC 10-9- 10 -5M 

   

PTX 200 ng/ml + Mastoparán 50 nM (MP) 

              10min.                                                              190 min           200 min 

   PE PTX 200 ng/ml MP CC 10-9- 10 -5M 

    

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 3. Secuencia de adición de reactivos durante la contracción del MLTB. El 
músculo se estabiliza en 10 min; sin embargo, la carbamilcolina se añadió a los 200 min  
para que todos los músculos posean el mismo tiempo de incubación previo a la 
contracción.  

 



 

 

51 

 

3.5 Tratamiento del tejido muscular para la extracción de los nucleótidos. 

Para realizar la extracción de nucleótidos cíclicos las franjas de MLTB fueron 

colocadas en una cámara de incubación de 400 ml y con una tensión de 1 g, en 

condiciones óptimas de aireación (95% O2 y 5% CO2) y temperatura a 37ªC. Al 

finalizar la incubación, las muestras fueron removidas y congeladas con nitrógeno 

líquido para detener la reacción; posteriormente se homogenizaron en 3 ml de 

ácido tricloroacético (TCA) al 6 % a 4°C. La suspensión obtenida se centrifugó a 

1.000 g y 4oC por 15 min y se separó el sobrenadante del precipitado; 

posteriormente se procedió a una re-extracción del precipitado bajo las 

condiciones arriba descritas. El precipitado obtenido fue disuelto en NaOH 4 N 

para determinar la concentración de proteínas mediante el método de Lowry 

modificado por Bensadoum y Weinstein (83-84). El sobrenadante es tratado para 

remover el TCA mediante el proceso de extracción  con éter dietílico saturado en 

agua (dos veces) para posteriormente  liofilizar la fase acuosa, la cual una vez 

finalizado este proceso es resuspendida en 1 ml de Tris-EDTA, pH 7,4. La 

determinación de GMPc en el extracto ácido soluble fue cuantificada por 

radioinmunoensayo para lo que fueron utilizados los Estuches comerciales de la 

casa Amersham. El fundamento de la determinación del GMPc está basado en la 

competencia entre el GMPc no marcado y el [3H]-GMPc por la unión a un 

anticuerpo que posee una alta especificidad por el GMPc. Por lo tanto, la 

radioactividad es inversamente proporcional a la cantidad de GMPc. Se 

presentarán los resultados en pg de GMPc por mg de proteínas (valores 

promedios ± DS, de n≥3) Estas preparaciones fueron desarrolladas siguiendo la 

secuencia de adición de reactivos que se muestra en el Esquema 4 (Figura 19).  
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Control                                                                                                             200 min 

Período de Estabilización (PE)  CC 10-5   M o CNP-53 10-7   

M o SNP 50M 

  

PTX+CC 

                        20 min                                                                                        200 min 

   PE PTX 200 ng/ml CC 10-5   M 

   

MP + CC o CNP o SNP 

                                                                                                               190 min     200 min 

Periodo de Estabilización (PE) MP CC 10-5   M o CNP-53 10-7   

M o SNP 50M 

   

PTX+MP+ CC o CNP o SNP 

                          10min                                                                         190min        200min 

   PE PTX 200 ng/ml MP CC 10-5   M o CNP-53 10-7   

M  o SNP 50M 

    

 

Esquema 4. Secuencia de adición de reactivos durante la activación muscarínica del MLTB. El 
músculo se estabiliza en 10 min; sin embargo, la carbamilcolina el SNP o el CNP-53 se añadieron a 
los 200 min para que todos los músculos posean el mismo tiempo de incubación previo a la 
activación. 
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Figura 19. Sinopsis Metodológica. 

Lonjas de Músculo Liso Traqueal (10 x 2 mm)

Transductor
Polígrafo-Grass M
Mo. 7B

Incubar en baño a 37 C
con amortiguador Krebs-
Ringer Bicarbonato pH 7.4
Equilibrar por 45-90 min. bajo
oxigenación con 95% O
5% CO .

o

2

2

20 ml

Congelar rápidamente en Nitrógeno líquido

Congelación/Descongelación

Centrifugar a 1000 x g x 15 min

Sobrenadante Sedimento + TCA 6%
(reextracción)

Extracción con eter
Saturado con agua

(3 veces)

Disolver el Sedimento con 4N NaOH

Liofilizar la fase acuosa

Determinación de Proteínas

Guardar a -80
o
C hasta su uso

AMPc, GMPc

400 ml

Actividad  
contráctil 

Determinación 
de GMPc 

Resuspender en Tris-EDTA pH 7.8 

Franjas de Músculo Liso traqueal (10x2 mm) 

Homogeneizar en TCA  6% a 4ºC 

Metodología  

Guardar  a -80ºC  

Centrifugar a 1000 g x15 min 

Extracción con éter saturado con 

agua    (3 veces)  
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3.6  Fraccionamiento subcelular del músculo liso traqueal de bovino. 

         Las fracciones subcelulares de MLTB fueron preparadas siguiendo el 

procedimiento descrito por Lippo de Bécemberg y col. (85-86).  Se utilizaron 

alrededor de 10 tráqueas de bovino, las cuales fueron trasladadas al laboratorio 

siguiendo el protocolo descrito previamente. 

       Las tráqueas se cortaron en la parte superior, para remover el tejido 

cartilaginoso, la serosa y la mucosa, con el fin de exponer las franjas de MLTB. Una 

vez expuesto, fue extraído del cartílago y pesado, (generalmente se obtienen de 200-

250 g de tejido), posteriormente se cortó con tijeras y se lavó con una solución 

amortiguadora ISP (Sacarosa 0,3 M; Tris-HCI 20 mM pH 7,2; DTT 0,5 mM; PMSF 

0,25mM). El MLTB se disgregó dos veces en 1ml de amortiguador ISP/g de tejido 

con una licuadora Oster a máxima velocidad por 30 s y con intervalos de 1 min de 

reposo en hielo. El material dispersado se centrifuga a 850 g x 10 min (En rotor HV4 

Sorvall), y el sobrenadante, denominado E1, es separado del sedimento y filtrado a 

través de una gasa doble. 

 El sedimento es nuevamente resuspendido en un Amortiguador ISP a la misma 

proporción y se procede a homogeneizar y centrifugar como se describió 

anteriormente para obtener el sobrenadante E2. El sedimento se resuspendió con 

solución amortiguadora ISP (1ml/g) y se filtró secuencialmente a través de 2, 4 y 8 

capas de estopillas de algodón (gasa), con el fin de extraer completamente el líquido 

contenido en la preparación. El material retenido en la gasa fue descartado. El 

filtrado se centrifugó a 1.000 g x 10 min y se obtuvo un sedimento que constituyó la 

fracción nuclear. El sobrenadante obtenido E3 se combina con El y E2. Este extracto 

combinado es referido como fracción E o extracto celular. La fracción E se centrifugó 

a 3.1000 g x 1 min y el sedimento obtenido se resuspendió en la solución 

amortiguadora ISP (1ml/g) lo cual constituyó la fracción mitocondrial. El 

sobrenadante postmitocondrial se centrifugó a 150.000 g x 60 min y el sedimento que 

constituye la fracción microsomal P se resuspendió en una solución ISP (0,3 M 

sacarosa). La fracción P se sometió a un fraccionamiento en gradiente discontinuo 

de sacarosa (Tope: 0,3 M; Centro 0,82 M; fondo 1,28 M) y se centrifugó en un rotor 

Beckman SW28 a 80.000 g x 60 min. En este gradiente se obtienen tres fracciones 
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P1 (en la interfase entre 0,3M y 0,82 M) P2 (en la interfase entre 0,82 y 1,28 M) y P3 

(en el fondo). Las fracciones P1 y P2 se colectan y se diluyen 1:1 con una solución 

amortiguadora ISP, sin sacarosa y se centrifugan a 150.000 g x 30 min. Los 

sedimentos obtenidos por este procedimiento se resuspendieron en alrededor de 10 

ml de una solución amortiguadora ISP (Sacarosa 0,3M, Tris-HCl 20 mM pH 7,2 y 

DTT 0,5 mM). Estas fracciones se dividen en pequeñas alícuotas de 0,5 ml e 

inmediatamente se congelan en nitrógeno líquido y se conservan a -80°C. Las 

fracciones utilizadas en este estudio son las P1+ P2 que poseen la mayor abundancia 

de mAChRs y más alta actividad de NPR-GC-B (87). Adicionalmente, se realizó el 

mismo protocolo experimental descrito anteriormente, incubando previamente en 

baño de órgano las tráqueas y exponiéndolas por 20 s a carbamilcolina, 

procedimiento que según Uray y col. (72) favorece el anclaje de las subunidades 

que conforman a las sGC;  esta fracción de membrana la denominaremos 

P1+P2 20’’CC. 

 

3.7 Alquilación de m3AChR con la mostaza 4-Difenilacetoxi-N-metilpiperidina 

metiodida (4-DAMP).  

La inactivación del m3AChR se realizó por alquilación irreversible mediante el empleo 

de la mostaza 4-DAMP, en presencia de un exceso de metoctramina, antagonista 

selectivo del m2AChR el cual lo protege de ser alquilado por la mostaza  4-DAMP. En 

este sentido, se incubó la mostaza 4-DAMP (40 nM) a 37ºC por 30 min para generar 

el ion aziridinium que fue inmediatamente utilizado en las fracciones de membrana 

plasmática P1+P2 y P1+P2 20’’CC previamente lavadas con metoctramina (10 μM) 

por 30 min; para detener la reacción, la mezcla fue diluida 1:10 con el buffer 20 mM 

Tris-HCl (pH 7,2), 1,0 mM DTT. Los sedimentos de las membranas tratadas con la 

mostaza  4-DAMP fueron recolectadas una vez centrifugadas a 150.000 g por 15 

min. Se realizaron tres lavados con el buffer anteriormente nombrado para remover 

el exceso de mostaza 4-DAMP y metoctramina y las membranas alquiladas fueron 

dispensadas en volúmenes pequeños de buffer a una concentración de 1 mg de 

proteína/ml. Las muestras fueron utilizadas inmediatamente o conservadas en 

nitrógeno líquido (37,88). 
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3.8 Determinación de la actividad de la Guanililciclasa. 

La actividad de la Guanililciclasa se determinó siguiendo el método descrito por Lippo 

de Becemberg y col. (85-86). La mezcla de reacción, volumen total de 125 µl,  contiene el 

Reactivo 1 (R1) compuesto por Tris-HCl  50 mM pH 7,6; MnCl2 3 mM; 500 µM GTP, y un 

sistema regenerador de GTP (R2) (5 mM creatina fosfato; 10 U de fosfocreatina quinasa por 

ensayo en albúmina sérica bovina deslipidizada al 0,1 %). La preparación que contenía a la 

enzima (20 g de proteína) es añadida posteriormente y se incuba por 5 min a 37 °C. La 

reacción enzimática es terminada por la adición de 10 µL de EDTA 167 mM pH 7,5 seguida 

por el calentamiento en un baño de agua a ebullición y enfriada en hielo. El GMPc se 

determina por radioinmunoensayo usando el sistema de determinación de GMPc Biotran de 

Amershan® en 50 µL del sobrenadante de la reacción obtenido después de la 

centrifugación a 12.000 g por 5 min a temperatura ambiente. La radiactividad fue medida por 

espectrofotometría de centelleo líquido. La concentración de proteínas fue determinada 

utilizando el método de Lowry (83) modificado por Bensadoum y Weinstein (84) 

utilizando BSA como estándar. 

3.9 Evaluación de la actividad de NPR-B GC-B activada con CNP-53 y de la sGC 

activada por SNP en presencia de péptidos C-Terminal de las proteínas Gi/o. 

Basado en la hipótesis del “Latch” anteriormente mencionada (37), se diseñaron una 

serie de péptidos sintéticos cuya secuencia primaria es la región C-terminal de las 

subunidades de las proteínas Gi/o, dichos péptidos poseen la siguiente estructura 

primaria.  

Gi1-2:  KNVQFVFDAVTDVIIKNNLKDCGLF 

Gi3:      NVQFVFDAVTDVIIKNNLKECGLY 

Go1:     NIQVVFDAVTDIIIANNLRGCGLY 

Go2:     NIQFVFDAVTDVIIAKNLRGCGLY 

Estos péptidos fueron disueltos en agua desionizada estéril, para preparar una 

solución madre la cual fue diluida en serie para evaluar su efecto sobre la actividad 

de: 
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1. La NPR-GC-B activada por CNP-53 en membranas P1+P2.            

2. La sGC activada por SNP en membranas P1+P2 20’’CC. Ambas determinaciones 

fueron realizadas siguiendo el Esquema 5 : 

Esquema 5. Actividad de las NPR-GC-B o sGC expuestas a Péptidos                   

C- terminales de las proteínas Gi/o.

 Muestras Control 

R1 + R2 125l 125 l 

P1+P2 

O 

P1+P2 20’’CC 

20g 20g 

Péptidos Carboxilo 

terminal 

(1:1, 1:2,1:4,1:8,1:16,1:32) 

20 l - 

Incubar por 5 min a 37ºC 

CNP-53 

O 

SNP 

10-7 M 10-7 M 

 

50 M 

 

50 M 

Incubar por 5 min a 37ºC 

EDTA 167 mM pH 7,5 10l 10l 

Se calienta a ebullición y luego se enfría en hielo. 
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3.10 Evaluación de la actividad de NPR-B GC–B o sGC en membranas P1+P2 o P1+P2 

20’’CC alquiladas, activadas con carbamilcolina o Mastoparán en presencia de 

anticuerpos anti-m2AchR, anti- o anti-Gi/o. 

En este experimento se evaluó el efecto de los anticuerpos anti-Gi/o, anti-y anti-

m2AchR sobre la actividad de las NPR-GC-B y de la sGC en membranas alquiladas con             

mostaza 4-DAMP y activadas con carbamilcolina o Mastoparán en simultáneo con         CNP-

53 o SNP, respectivamente (Esquema 6). 

Esquema 6. Actividad de las NPR-GC-B o sGC en membranas P1+P2 o P1+P2 

20’’CC Alquiladas, expuestas a anticuerpos anti-Gi/o  y anti-m2AchR y 
activadas con carbamilcolina o Mastoparán.  

 Muestras Control 

R1 + R2 125l 125 l 

P1+P2 o 
P1+P2 20’’CC  

 Alquiladas con mostaza     
4-DAMP  

20g 20g 

Anticuerpos anti-Gi/o 

anti-Go 

anti-Gi1 

anti-Gi2 

anti-Gi3 

anti-1 

anti-4 
Anticuerpos anti-m2AchR 

20 l ___ 

Incubar por 5 min a 37ºC 

CNP-53 
o 

SNP 

10-7 M 
 

50M 

10-7 M 
 

50M 

Carbamilcolina 
 

o 
Mastoparán 

10-9-10-5 M 10-9-10-5 M 

 

5-200M 5-200M 

Incubar por 5 min a 37ºC 

EDTA 167 mM pH 7,5 10l 10l 

Se calienta a ebullición y luego se enfría en hielo. 
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3.11 Evaluación de la actividad de NPR-B GC–B o sGC en membranas P1+P2 o P1+P2 

20’’CC incubadas con anticuerpos anti-m3AchR, activadas con carbamilcolina o 

Mastoparán, en presencia de anticuerpos anti-m2AchR, anti- o anti-Gi/o. 

 En este experimento se evaluó el efecto de los anticuerpos anti-Gi-o, anti-y anti-m2AchR 

sobre la actividad de las NPR-GC-B o de las sGC en fracciones de membrana activadas 

con carbamilcolina o Mastoparán en simultáneo con CNP-53 o SNP, en membranas 

bloqueadas con  anticuerpos antim3AchR (Esquema 7).  

Esquema 7. Actividad de las NPR-GC-B o sGC en membranas P1+P2 o P1+P2 

20’’CC bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR, expuestas a anticuerpos anti-

m2AchR, anti- o anti-Gi/o,  activadas con carbamilcolina o Mastoparán. 

 Muestras Control 

R1 + R2 125l 125 l 

P1+P2 o P1+P2 20’’CC 20 g 20 g 

Anticuerpos anti-m3AchR 20 l  20 l   

Incubar por 5 min a 37ºC 

Anticuerpos anti-Gi/o 

anti-Go, anti-Gi1 

anti-Gi2, anti-Gi3 

anti-1, anti-4 
Anticuerpos anti-m2AcHR 

20 l - 

Incubar por 5 min a 37ºC 

CNP-53  
o 

SNP 

10-7 M 
 

50M 

10-7 M 
 

50M 

Carbamilcolina 

o 

Mastoparán 

10-9-10-5 M 10-9-10-5 M 

    

5-200 M 5-200 M 

Incubar por 5 min a 37ºC 

EDTA 167 mM pH 7,5 10l 10l 

Se calienta a ebullición y luego se enfría en hielo. 
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3.12 Método estadístico. 

Se representó gráficamente el promedio ± la desviación estándar de al menos tres 

determinaciones.  Se realizaron análisis de varianza de una vía  y pruebas post-hoc 

de Tukey-Kramer.  Las comparaciones de pares se hicieron mediante t-Student. Se 

consideró como significativa una diferencia menor al 5% (p<0,05). 
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IV Resultados 

4.1 Efecto del Mastoparán sobre las señales de GMPc inducidas por 

carbamilcolina en el MLTB.  

En las Figuras 20 y 21 se muestra el efecto de diferentes concentraciones de 

Mastoparán sobre los niveles de GMPc inducidos por carbamilcolina a la 

concentración de 1x10-5M. Se observó que la activación muscarínica inducida por el 

agonista carbamilcolina provoca en el MLTB dos señales de GMPc tal como ha sido 

descrito previamente. Al pre-incubar con Mastoparán a concentraciones crecientes 

(5-100 nM), se observó que la primera señal es parcialmente inhibida hasta un 59,5% 

a la dosis máxima de 100 nM de Mastoparán, lo cual representa una ligera 

fluctuación en comparación con el 56,6% de inhibición que se observó a 50 nM de 

Mastoparán. Esto sugiere que la primera señal es parcialmente sensible a la acción 

del Mastoparán mientras que la segunda señal desaparece en un 82,4% a una 

concentración de 25 nM y totalmente con 50 nM de Mastoparán (Figuras 20 y 21). 

4.2 Efecto de la PTX sobre las señales de GMPc inducidas por carbamilcolina 

en MLTB. 

Para estudiar el efecto de las proteínas G heterotriméricas de la familia Gi/o 

sobre la activación muscarínica, las franjas musculares se pre-incubaron con Toxina 

pertussis (PTX) a la concentración de 200 ng/ml (62). Como se observa en la Figura 

22, en presencia de PTX las dos señales de GMPc se incrementan en un 17,3% la 

primera señal (20 s) y en 51% la segunda (60 s). Esto podría indicar que las 

proteínas Gi/o están vinculadas con la modulación de las señales de GMPc inducidas 

por carbamilcolina en el MLTB y por tanto podrían estar vinculadas con sus efectos 

fisiológicos.  
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Figura 20.  Efecto del Mastoparán a concentraciones crecientes en función del tiempo 
sobre los niveles del GMPc inducidos por la carbamilcolina en el MLTB. 

Las franjas musculares fueron estabilizadas y posteriormente pre-incubadas por 10 min con 
Mastoparán (0-100 nM) bajo las mismas condiciones experimentales según el esquema 4. 
Posteriormente se añadió, carbamilcolina [1 x10-5M] y los fragmentos fueron removidos cada 
10 s; el contenido de GMPc fue determinado por duplicado. Cada valor corresponde a X̄ ± 

DS de los niveles de GMPc medidos en 3 tráqueas distintas.   
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4.3 Efecto de la PTX sobre las señales de GMPc en MLTB pre-incubado con 

Mastoparán y activado con carbamilcolina.  

     Con el fin de dilucidar si el Mastoparán está relacionado con la activación de 

proteínas Gi/o acopladas a receptores muscarínicos se realizaron mediciones de 

GMPc. En este sentido, se pre-incubó con PTX a 200 ng/ml por 3 horas y añadimos 

posteriormente Mastoparán 50 nM, por 10 min; como se muestra en la Figura 23 

ocurre la restauración de las señales de GMPc a niveles cercanos al control lo cual 

sugiere que el efecto de Mastoparán sobre las señales de GMPc puede estar 

mediado por la activación de las proteínas Gio sensibles a PTX. 

 

 

 
Figura 21. Porcentaje de inhibición de los niveles de GMPc en las señales de 20 y 60 s 
en presencia de concentraciones crecientes de Mastoparán.  
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Figura 22.  Efecto de la PTX 200 ng/ml sobre los niveles de GMPc inducidos por la 
activación muscarínica con carbamilcolina 10-5 M en el MLTB. Las franjas musculares 
fueron estabilizadas y pre-incubadas con PTX  según esquema 4, una vez cumplidos los 200 

min se añadió, carbamilcolina 1x10-5 M. Los fragmentos fueron removidos cada 10 s y el 
contenido de GMPc fue determinado por duplicado. Cada valor corresponde a X̄ ± DS del 
nivel de GMPc medidos en 3 tráqueas distintas, * p<0,05 ** p<0,01.  
 

** 
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4.4 Efecto de la PTX sobre la activación de las sGC y NPR-GC-B con sus 

respectivos ligandos en presencia de Mastoparán. 

 Dado que la PTX revierte el efecto de Mastoparán sobre las señales 

muscarínicos en las que intervienen las enzimas NPR-GC y la sGC, en este trabajo 

evaluamos el efecto de PTX sobre la actividad de ambas  Guanililciclasas activadas 

por sus ligandos específicos a saber CNP-53  y Nitropusiato de Sodio (SNP),  

respectivamente donde se observa que ambas son sensibles a la acción de 

Mastoparán y que en ambos casos el efecto de Mastoparán se revierte por acción de 

la PTX (85) (Figuras 24 y 25). 

* 

** 

Figura 23.  Efecto de la PTX sobre los niveles de GMPc de fragmentos musculares pre-
incubados con Mastoparán. Las franjas musculares fueron estabilizadas y pre-incubadas 
con MP y/o PTX según esquema 4, una vez cumplidos los 200 min se añadió, carbamilcolina 
1x10-5 M, los fragmentos fueron removidos cada 10 s y el contenido de GMPc fue determinado 
por duplicado. Cada valor corresponde a X̄ ± DS de los niveles de GMPc medidos en 3 
tráqueas distintas * p<0,05 ** p<0,01.   
 



 

 

66 

 

Figura 24. Efecto de la PTX sobre los niveles de GMPc inducidos por 

Nitroprusiato de Sodio (SNP) 50M en presencia de Mastoparán. Las franjas 

musculares fueron estabilizadas y pre-incubadas con MP y/o PTX según esquema 4, 

una vez cumplidos los 200 min se añadió el SNP 50M según el caso y se procede a 
retirar las tiras de músculo cada 10 s. Cada valor corresponde a X̄ ± DS de 3 franjas 
musculares de diferentes tráqueas. (* p < 0,05) (��SNP, ■MP+SNP ♦ 
PTX+MP+SNP) (82).   
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Figura 25. Efecto de la PTX sobre los niveles de GMPc inducidos por        CNP-
53 10-7 en presencia de Mastoparán. Las franjas musculares fueron estabilizadas 
y pre-incubadas con MP y/o PTX según esquema 4, una vez cumplidos los 200 min 
se añadió CNP-53 10-7 según el caso y se procede a retirar las tiras de músculo 
cada 10 s. Cada valor corresponde a X̄ ± DS de 3 franjas musculares de diferentes 
tráqueas. (* p < 0,05) (�� PTX+MP+CNP-53, ■MP+CNP-53, ♦CNP-53) (82). 
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4.5 Efecto de la PTX sobre la actividad contráctil inducida con carbamilcolina 

MLTB.  

Dado que existe una vinculación directa entre las señales de GMPc y la 

contracción del MLTB, se realizaron experimentos en los cuales se evaluó la 

actividad contráctil del MLTB en presencia de PTX y Mastoparán donde se observó 

que PTX incrementó el porcentaje de contracción comparado con el control y revierte 

parcialmente el efecto inhibidor de la contracción ejercido por Mastoparán (Figura 

26). 

 

Estos experimentos ponen de manifiesto varios aspectos: 

1. Existe un efecto modulador de las proteínas GI/o sobre la contracción y los 

niveles de GMPc, lo que se evidencia con el incremento de este segundo 

mensajero en las señales a los 20 s y 60 s, respectivamente y con el 

incremento en el porcentaje de contracción inducida por carbamilcolina en el 

MLTB   en presencia PTX. 

2. El efecto inhibitorio ejercido por Mastoparán puede ser un efecto mediado por 

proteínas Gi/o, ya que tanto las señales de GMPc a los 20 y 60 s como la 

actividad contráctil se revierten significativamente cuando pre-incubamos con 

PTX, razón por la cual en este trabajo de investigación nos propusimos 

determinar qué subfamilia de las proteínas Gi/o es la responsable de inhibir 

por vía muscarínica a las NPR-GC-B y a las sGC. Para estudiar estas últimas, 

nos fundamentamos en  los hallazgos de Uray y col. (72) quienes demostraron 

que 20 s después de estimular con carbamilcolina ocurre una translocación de 

las subunidades  que componen a la enzima sGC, lo cual se corroboró  

mediante la medición de la actividad Guanililciclasa estimulada con SNP sobre 

fracciones P1+P2, que para efectos de este trabajo denominaremos  P1+P2 

activadas por 20’’ con carbamilcolina, (P1+P2 20’’CC),  observándose que en 

estas  fracciones existe una actividad GC inducida por SNP cuatro veces 

superior a P1+P2 (Figura 27). 
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Figura 26.  Efecto de la PTX 200ng/ml sobre la contracción inducida con 
Carbamilcolina en el MLTB. Las franjas musculares fueron procesadas según lo 

establecido en el esquema 3. Cada valor corresponde a X̄ ± DS de 3 franjas 
musculares de diferentes tráqueas *(p <0,01).  
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Figura 27. Efecto del SNP 50M sobre la actividad GC en fracciones P1+P2 y 
P1+P2 20’’CC. Se procedió según esquema 5 (control) presentado en materiales 
y métodos cada punto corresponde a un n≥3.  p<0,01 en la gráfica se observa el 
efecto de SNP sobre la actividad Guanililciclasa en las fracciones P1+P2 20’’CC y 
fracciones P1+P2. Cada punto corresponde a X̄ ± DS de  n≥3 *(p <0,01). 
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4.6 Evaluación de la actividad de NPR-B GC activada con CNP-53 y de la sGC activada 

por SNP en presencia de péptidos C-Terminales de las proteínas -Gi/o.  

Con base  a la hipótesis Latch anteriormente mencionada se determinó la actividad 

Guanililciclasa en fracciones P1+P2 en presencia de CNP-53 10-7M  y en fracciones 

P1+P2 20’’CC activadas por SNP 50 M; a tal efecto se realizaron diluciones 

secuenciales de los péptidos C-terminal  para las familias de proteínas Gi/o antes 

mencionadas donde se obtuvo que el péptido inhibitorio que disminuye la actividad 

de la NPR-GC-B en membranas P1+P2 es el correspondiente a la familia -Go1 

(Figura 28) y el péptido inhibitorio que inhibe  la actividad de la sGC en membranas 

P1+P2 20’’CC   es el péptido -Gi3 (Figura 29). 

4.7 Evaluación de la actividad GC inducida con carbamilcolina    10-4 M en 

membranas P1+P2 y P1+P2 20’’CC bloqueadas con anticuerpos anti m3AchR o 

alquiladas con la mostaza 4-DAMP. 

Con el fin de corroborar que el receptor m3AchR resultó bloqueado con la alquilación 

o mediante el bloqueo con anticuerpos anti-m3AchR, se midió la actividad GC 

inducida por carbamilcolina 10-5 M, lo cual dio como resultado que la actividad GC 

desaparece casi por completo bajo estas condiciones; lo cual indica que tanto la 

alquilación como el bloqueo con Anticuerpos anti-m3AchR resultan ser mecanismos 

efectivos para obtener membranas libres de actividad muscarínica proveniente del 

m3AchR (Figura 30). 

 

 

 

 

 

 



 

 

72 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 28. Efecto de los péptidos C-Terminal sobre la actividad de la NPR-GC-
B estimulada por CNP-53 10-7M en fracciones P1+P2. Se procedió según 
Esquema 5 presentado en materiales y métodos, cada punto corresponde a X̄ ± DS 
de  n≥3. * (p<0,05) **(p <0,01). 
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Figura 29. Efecto de los péptidos C-Terminal sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M en fracciones P1+P2 20’’CC. Se procedió según el 
Esquema 5 presentado en materiales y métodos, cada punto corresponde a X̄ ± DS 
de n≥3 *(p <0,05). 
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Figura 30. Actividad GC inducida con carbamilcolina 10-4 M en membranas 
P1+P2 y P1+P2 20’’CC bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR o alquiladas 
con la mostaza 4-DAMP. Se procedió según los Esquemas 6 y 7 en condición  
control (sin adición de CNP-53 o SNP), cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3.                     
(* p < 0,01). 
 

* 
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4.8 Evaluación de la actividad de NPR-B GC–B en fracciones de membranas 

P1+P2 que fueron alquiladas con la mostaza 4-DAMP o Bloqueadas con 

Anticuerpos anti-m3AchR y posteriormente activadas con carbamilcolina y 

CNP-53, en presencia de anticuerpos anti- o anti-Gi/o. 

 Con el fin de determinar la familia de las proteínas Gi/o acopladas a m2AchR  se 

alquilaron los receptores m3AchR con la mostaza 4-DAMP (Figura 31) o se 

bloquearon con anticuerpos anti-m3AchR (Figura 32), según descripción realizada 

en materiales y métodos, a fin de bloquear este receptor y preservar únicamente  la 

actividad del receptor m2AchR; el cual es activado por carbamilcolina en simultaneo 

con la NPR-GC-B, la cual es activada con CNP-53 10-7M. 

En ambos resultados se observó que las preparaciones pre-incubadas con 

anticuerpos contra las subunidades Go y 4 no inhibieron la actividad de la        

NPR-GC-B, lo que demuestra que estas subunidades de proteínas G son las 

responsables de la inhibición de esta enzima. Para demostrar que esta inhibición 

está asociada al receptor m2AchR y no a otro receptor muscarínico realizamos un 

bloqueo selectivo del receptor con anticuerpos anti-m2AchR donde se observó la 

ausencia de actividad inhibitoria (Figuras 31-32). 
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Figura 31. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la          
NPR-GC-B estimulada por CNP-53 10-7M y Carbamilcolina en fracciones P1+P2 
alquiladas con la mostaza 4-DAMP. Se procedió según Esquema 6 presentado en 
materiales y métodos cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3  (* p < 0,05).   
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Figura 32. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la NPR-
GC-B estimulada por CNP-53 10-7M y Carbamilcolina en fracciones P1+P2 pre-
incubadas con anti-m3AchR. Se procedió según esquema 7 presentado en materiales y 
métodos cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3  (* p < 0,05).  
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4.9 Evaluación de la actividad de NPR-B GC–B en fracciones de membranas 

P1+P2 que fueron alquiladas con la mostaza 4-DAMP o Bloqueadas con 

Anticuerpos anti-m3AchR y posteriormente activadas con Mastoparán y CNP-

53, en presencia de anticuerpos anti- o anti-Gi/o. 

Con el fin de conocer si el Mastoparán es capaz de activar directamente a la proteína 

Gio asociada al receptor m2AchR, se realizó la misma aproximación experimental, 

activando con Mastoparán. En estos experimentos se  observó al igual que en las 

preparaciones anteriores,  que tanto en las membrana P1+P2 alquiladas (Figura 33) 

y bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR (Figura 34) los  anticuerpos contra las 

subunidades Go y  no permitieron la inhibición de la actividad de la NPR-GC-B; 

sin embargo Mastoparán a diferencia de la carbamilcolina es capaz de inhibir a las 

proteínas Gio en presencia de Anticuerpos anti-m2AchR lo que indica que este 

péptido es capaz de activar esta  cascada de señalización inhibitoria  asociadas al 

receptor m2AchR sin actuar sobre este receptor. Para observar de forma más clara 

los efectos antes mencionados (Figuras 31-34) en los histogramas (Figuras 35 y 36) 

podemos visualizar los efectos de Mastoparán y carbamilcolina a sus máximas 

concentraciones en las preparaciones alquiladas y bloqueadas con anticuerpos anti-

m3AchR. De estos resultados podemos deducir que: 

1. Las preparaciones con anticuerpos Go y son las únicas capaces de 

bloquear el efecto inhibitorio de la carbamilcolina y el Mastoparán sobre la 

actividad de la NPR-GC-B por lo que se presume que al menos uno de los 

heterotrímeros activados por el receptor m2AchR contiene estas dos 

subunidades. 

2. El Mastoparán es capaz de ejercer un efecto similar al de la carbamilcolina 

sin activar al receptor m2AchR lo cual se visualiza en el hecho que al 

bloquear con anticuerpos anti-m2AchR la actividad inhibitoria se preserva. 

3. El Mastoparán es más efectivo en la activación de las proteínas Gi/o que al 

m2AChR, lo cual observamos en los valores de % máximo de Inhibición, el 

cual es 17,1% mayor en membranas alquiladas y 20,2% mayor en 

membranas bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR (Tabla 8).             Esto  
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indica que Mastoparán puede activar a proteínas Gi/o no asociadas a 

m2AchR o incrementar la actividad GTP-asa como fue descrito por 

Higachijima y col.  (75). 
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Figura 33. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la NPR-
GC-B estimulada por CNP-53 10-7M y Mastoparán en fracciones P1+P2 alquiladas con 
las mostaza  4-DAMP.  Se procedió según Esquema 6 presentado en materiales y métodos 

cada punto corresponde a X̄ ± DS de  n≥3 (* p < 0,05) (**p <0,01). 
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Figura 34. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la NPR-GC-B 
estimulada por CNP-53 10-7M y Mastoparán en fracciones P1+P2 pre-incubadas con anti- 
m3AchR. Se procedió según esquema 7 presentado en materiales y métodos, cada punto 

corresponde a X̄ ± DS de n≥3 *(p <0,05) (**p <0,01). 





* 

I1 
I2 
I3 



Anti  
m2AchR 
Control  



 
** 

** ** 

** 

* 



 

 

82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

** 
** 

** 

Figura 35. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de 
la NPR-GC-B estimulada por CNP-53 10-7M y Carbamilcolina o Mastoparán a 
las máximas concentraciones en fracciones P1+ P2 Pre-incubadas con anti-
m3AchR. Tomado de Figuras 32 y 34 (**p <0,01). 
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Figura 36.   Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la 
NPR-GC-B estimulada por CNP-53 10-7M y Carbamilcolina o Mastoparán a las 
máximas concentraciones en fracciones P1+ P2 alquiladas con la mostaza 4-
DAMP. Tomado de Figuras 31 y 33 (**p <0,01). 
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Tabla 8. DE50 y % Máximo de Inhibición de las membranas P1+P2  en condición control. 

Membranas P1+P2. DE50 % máximo de Inhibición 

Mostaza 4-DAMP + CC (-log) 3,8 M 69,0 

Mostaza 4-DAMP + MP  83,2 M 86,1 

Anti-m3AchR+ CC(-log) 3,6 M 67,0 

Anti-m3AchR+ MP 84,3M 87,2 
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4.10 Evaluación de la actividad de la sGC en fracciones de membranas P1+P2 

20’’CC que fueron alquiladas con  la mostaza 4- DAMP o Bloqueadas con 

Anticuerpos anti-m3AchR y activadas con carbamilcolina y SNP, en presencia 

de anticuerpos anti- o anti-Gi/o. 

Con el fin de determinar la familia de las proteínas Gi/o acopladas a m2AchR se 

alquilaron los receptores m3AchR con la mostaza 4-DAMP o se bloquearon con 

anticuerpos anti-m3AchR, según lo descrito en materiales y métodos, el m2AchR es 

activado por carbamilcolina en simultaneo con  la sGC que es activada con SNP 

50M, en membranas P1+P2 20’’CC.  

Ambos resultados indican que las preparaciones pre-incubadas con anticuerpos 

contra las subunidades Gi3 y  no inhibieron la actividad de la sGC, lo que 

demuestra que estos subtipos de proteínas G son las responsables de la inhibición 

de esta enzima. Para demostrar que esta inhibición está asociada al receptor 

m2AchR y no a otro receptor muscarínico realizamos un bloqueo selectivo del 

receptor con anticuerpos anti-m2AchR donde se observó la ausencia de actividad 

inhibitoria (Figuras 37 y 38). 
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4.11 Evaluación de la actividad de sGC en membranas P1+P2 20’’ alquiladas 

con la mostaza 4 DAMP o bloqueadas con Anticuerpos anti-m3AchR, activadas 

con Mastoparán y SNP en presencia de anticuerpos anti- o anti-Gi/o. 

Con el fin de conocer si el Mastoparán es capaz de activar directamente a la proteína 

Gio asociada al receptor m2AchR que inhibe a la sGC, se realizó la misma 

aproximación experimental, activando con Mastoparán y SNP 50 M.  Estos 

experimentos dieron como resultado, al igual que en las preparaciones anteriores,  

que tanto en las membrana P1+P2 20’’CC alquiladas o bloqueadas con anticuerpos 

anti-m3AchR los  anticuerpos contra las subunidades Gi3 y  no permitieron la 

inhibición de la actividad de la  sGC; sin embargo, Mastoparán a diferencia de la 

carbamilcolina  es capaz de inhibir a las proteínas Gio en presencia de Anticuerpos 

anti-m2AchR lo que indica que este péptido puede activar esta  cascada de 

señalización inhibitoria  asociadas al receptor m2AchR que inhiben a la sGC sin 

actuar sobre este receptor (Figuras 39 y 40). Para observar de forma más clara los 

efectos antes mencionados en las Figuras 41 y 42 podemos visualizar los efectos de 

Mastoparán y Carbamilcolina a sus máximas concentraciones en las preparaciones 

alquiladas y bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR. De estos resultados podemos 

deducir:  

1. Las preparaciones con anticuerpos anti-Gi3 y -antison las únicas capaces 

de bloquear el efecto inhibitorio de la carbamilcolina y el Mastoparán sobre la 

actividad de la NPR-GC-B por lo que uno de los heterotrímeros activado por 

el receptor m2AchR debe contener estas dos subunidades. 

2. El Mastoparán es capaz de ejercer un efecto similar al de la carbamilcolina 

sin activar al receptor m2AchR lo cual se visualiza en el hecho que al 

bloquear con Anticuerpos anti-m2AchR la actividad inhibitoria se preserva. 

3. El Mastoparán es más efectivo en la activación de las proteínas Gi/o que el 

m2AChR lo cual observamos en los valores de % máximo de Inhibición, el 

cual es 20 % mayor en membranas alquiladas y 12,5 % mayor en membranas 

bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR (Tabla 9) lo que indica que 

Mastoparán puede activar a proteínas Gi/o no asociadas a m2AchR o 
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incrementar la actividad GTP-asa como fue descrito por Higachijima y col  

(75). 
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Figura 37. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M y Carbamilcolina en fracciones P1+P2 20’’CC alquiladas con 
la mostaza 4 DAMP. Se procedió según Esquema 6 presentado en materiales y métodos, 
cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3  (* p < 0,05).    
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Figura 38. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M y Carbamilcolina en fracciones P1+P2 20’’CC pre-
incubadas con anticuerpos anti-m3AchR. Se procedió según Esquema 7 presentado en 
materiales y métodos, cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3  (* p < 0,05).   
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Figura 39. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M y Mastoparán en fracciones P1+P2 20’’CC alquiladas con la 
mostaza 4-DAMP. Se procedió según Esquema 6 presentado en materiales y métodos, 
cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3  (* p < 0,05).   
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Figura 40. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M y Mastoparán en fracciones P1+P2 20’’CC pre-incubadas 
con anticuerpos anti-m3AchR. Se procedió según Esquema 7 presentado en materiales y 

métodos, cada punto corresponde a X̄ ± DS de n≥3  (* p < 0,05).   
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Figura 41. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M y Carbamilcolina o Mastoparán a las máximas 
concentraciones en fracciones P1+P2 20’’CC alquiladas con la mostazas 4-DAMP. 
Tomado de las Figuras 37 y 39 (* p < 0,05).   
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Figura 42. Efecto de los Anticuerpos anti- o anti-Gi/o sobre la actividad de la sGC 

estimulada por SNP 50 M y Carbamilcolina o Mastoparán a sus máximas 
concentraciones en fracciones P1+P2 20’’CC pre-incubadas con anti-m3AchR.  Tomado 

de las figuras 38 y 40 (* p < 0,05).   
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Tabla 9. DE50 y % Máximo de Inhibición de las membranas P1+P2 20’’CC  en 

              Condición Control. 

  Membranas P1+P2 20’’CC.   DE50 

% máximo de 

Inhibición 

Mostaza 4-DAMP+ CC (-log) 6.8 M 40.5 

Mostaza 4-DAMP + MP 55.2 M 53.2 

Anti-m3AchR+ CC(-log) 6.1M 34.2 

Anti-m3AchR+ MP 55.5M 54.2 
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V. Discusión  

5.1 Relación entre la producción de GMPc y la actividad contráctil del MLTB. 

En el MLTB se han reportado dos respuestas celulares  que son opuestas y 

que utilizan el GMPc como segundo mensajero, en este sentido observamos que: 

1. La carbamilcolina  activa a las GC a través de los mAChRs generando señales 

puntuales en el tiempo que son finamente reguladas por un conjunto de proteínas 

entre las que se encuentran las proteínas Gi/o activables por Mastoparán. 

2. Por otra parte el CNP-53 y el SNP inducen respuestas acumulativas de GMPc en 

función del tiempo  que   disminuyen presuntamente por la acción de enzimas 

fosfodiesterasas y son también sensibles a Mastoparán. 

De este hecho se puede generar una interrogante: 

 ¿Cómo las células de MLTB pueden diferenciar entre las señales de GMPc que 

contraen y las señales de GMPc que relajan? 

Como hemos visto en resultados anteriores, la estimulación del MLTB con el 

agonista muscarínico carbamilcolina  conduce a la contracción muscular lisa lo que 

provoca  un incremento en los niveles de GMPc en el músculo liso de las vías aéreas 

en forma de señales puntuales en el tiempo (73-74)  Dichas elevaciones coinciden en 

el tiempo con la contracción inducida por carbamilcolina en el músculo liso traqueal 

de bovinos y su bloqueo conduce a una inhibición de la contracción. Tal como se 

observó en la inhibición de la contracción ejercida por ODQ y por el Mastoparán. 

Por otra parte, los ligandos de las Guanililciclasas a saber, SNP (activador de 

la sGC), ANP y CNP (activadores de las NPR-GC)  están asociados a la relajación 

del MLTB  mediante la  acumulación de GMPc  en función del tiempo. Lo que 

evidencia claramente la existencia de dos patrones distintos de señalización, una 

señalización pulsátil como la activación muscarínica con aumentos de GMPc 

transitorios inferiores a 10 s, los cuales parecen ser altamente regulados y están 

relacionados a la contracción; mientras que los aumentos de GMPc inducidos con 

patrones acumulativos de GMPc como los observados por CNP y SNP, 

respectivamente parecen estar relacionados a la relajación del MLTB. 

Ambos sistemas de señalización son  inhibidos por la acción de Mastoparán, 

el cual es un activador inespecífico de las proteínas Gi/o,  por lo cual se realizaron 
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los mismos diseños experimentales pre-incubando con la   exotoxina de la Bordetella 

pertussis (PTX), la misma inactiva a las proteínas Gi/o a través de una reacción 

conocida como ADP-ribosilación, Esta toxina es una heteroproteína  que consta de 

una estructura central conocida como S1 o  protómero A que posee actividad 

ribosilasa  y 5 estructuras de anclaje que favorecen la penetración celular que  van 

de la S2 a la S5 a lo cual se le denomina oligómero B como observamos en la Figura 

43 (89-91). 

Por otra parte la reacción de ADP-ribosilación ocurre en  cuatro residuos de 

cisteína que se encuentran ubicados en el extremo carboxiterminal de la 

subunidades  alfa de las proteínas  Gi/o  lo que  hace que las proteína Gi/o se 

inactiven y por ende se  desacople de su receptor asociado  lo  que genera una 

disrupción de  las cascadas de señalización asociadas a esta familia de proteínas G 

(Figura 44) (89-91). 

 

 

 

 

 

Figura 43. Estructura de la PTX: La PTX contiene 5 subunidades diferentes que están 
arregladas en una típica estructura A-B donde el protómero A que posee actividad catalítica se 
encuentra en un extremo de la proteína y el oligómero B contiene dos  dímeros,  el S2-S4  y  el  
S3-S4 que se unen a la subunidad S5  los cuales se encuentran unidos a la pared celular de la 
Bordetella pertussis  (91). 
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En este trabajo observamos que la inactivación de las proteínas Gi/o revierte 

el efecto de Mastoparán lo que pone de manifiesto varios aspectos a saber: 

1. Las proteínas Gi/o constituyen un sistema de proteínas que pueden regular la 

generación de GMPc por parte de Gq16 (37) y de una proteína G activadora 

de las sGC.  

2. La activación de las proteínas Gi/o puede inhibir la contracción y las señales 

de GMPc; las cuales se revierten casi en su totalidad por acción de la PTX. 

 

 

 

Figura 44. Diagrama esquemático de la ADP-ribosilación de la subunidad α de la proteína 
heterotrimérica Gi/o por la toxina pertussis (PTX).  La PTX cataliza la escisión del enlace C-N entre 

un átomo de carbono de ribosa y un átomo de nitrógeno de nicotinamida, y transfiere el resto ADP-
ribosilo (91). 
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5.2 Efecto de Mastoparán a concentraciones crecientes sobre las señales de 

GMPc.  

En trabajos anteriores se demostró que  el Mastoparán ejerce un efecto inhibitorio 

sobre las señales de GMP generadas por carbamilcolina a los 20 y  60 s (82); sin 

embargo era importante estudiar la cinética de estas señales a concentraciones 

crecientes de Mastoparán lo cual evidenció que el Mastoparán es más efectivo sobre 

la segunda señal, la cual se inhibe en su totalidad a una concentración 50 nM, 

mientras que la primera señal  solo se inhibe en un 59,6% con el doble de 

concentración de Mastoparán. Para comprender estos hallazgos es importante 

analizar el origen bioquímico de ambas señales: 

1. La primera señal tiene su origen bioquímico en la activación colinérgica de la 

sGC, la cual según los hallazgos descritos por Uray y col. 2009 (72), puede 

anclarse al sarcolema del MLTB 20 s después de ser estimulada con 

carbamilcolina, esto ha sido descrito en otros sistemas biológicos por: 

a. Balashova y col. (92)  quienes demuestran que, la sGC se colocaliza con la   

Hsp-70 en la membrana de células HUVEC (Célula endotelial de la vena 

umbilical humana). 

b.  Linder y col. (93) quienes demuestran que la sGC puede migrar a la 

membrana y colocalizarse con las caviolinas-1 en endotelio de aorta de 

ratas. 

c. Hochheiser y col. (94), demuestran que en la membrana lateral de unión 

de las células HEK 297 (human embrionic Kidney), se transloca el 

heterodímero de la sGC  sobre el cual se producirán posteriormente, 

la formación de proteínas de unión celular como las conexina y la 

dimentinas. 

 

Sin embargo es llamativo que a pesar de que las subunidades  de la enzima 

sGC solo se encuentran en el sarcolema 20s después de la estimulación con 

carbamilcolina, la primera señal posee el doble de actividad enzimática que la 

segunda, lo que indicaría  que  una enzima que se ancla por un periodo muy corto 
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de tiempo a la membrana es más  activa que la enzima que se encuentra 

presente de forma permanente en membrana. 

 Tomando en cuenta que  Mastoparán, que es un péptido activador de las  

proteínas Gi/o (que no atraviesa el sarcolema), solo inhibe parcialmente esta 

enzima, se abre la posibilidad de explorar otras hipótesis que puedan explicar por 

qué la primera señal es mucho más activa que la segunda,  En este particular 

Guerra de González y col. (73) postulan que la activación de sGC  puede ocurrir 

posterior a un incremento del [Ca2+]ic el cual es capaz de activar a la sGC, como 

ha sido descrito en neutrófilos para  la  sGC (95), la cual muestra una vía de 

activación directa independiente de NO capaz de incrementar cuatro veces la 

actividad de la sGC en presencia de Mg+2. Dicho mecanismo es factible, ya que 

los agonistas muscarínicos, abren canales de Ca2+ acoplados a mAChRs que 

permiten la entrada de calcio desde el medio extracelular;  adicionalmente, se ha 

demostrado que durante la activación muscarínica puede existir liberación de 

calcio  desde el retículo sarcoplasmático, mediado por el IP3, el cual según 

Guerra de González y colaboradores incrementa en forma de picos después de la 

adición de carbamilcolina,  el primero a los 10 s después de la adición de 

carbamilcolina (10 s antes de la primera señal de GMPc) y la segunda a los 80 s. 

De tal manera que estos dos sistemas de movilización de calcio pueden confluir 

para generar incrementos importantes de la [Ca2+]ic lo cual podría estar vinculado 

a la activación de la sGC por mecanismos no dependientes de NO (96) Figura 

44-45. 
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Figura 45.  Modelo 1 en el que se observan el receptor muscarínico, las proteínas Gi/o y las 

sGC las cuales se translocan a la membrana 20 s después de añadida la carbamilcolina.  

20 s 
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Otra hipótesis puede consistir, en una menor sensibilidad por parte de la sGC 

translocada a membrana a las proteínas Gi/o, lo cual es factible por el hecho que 

el % máximo de inhibición observado en membranas activadas con  

carbamilcolina o Mastoparán en membranas P1+P2 20’’CC es aproximadamente 

m2AchR  


sGC 


sGC 


sGC 


sGC i3GTP 

cc 





 

20 s 10 s 

IP3 

MP 

↑Ca ic 

Figura 46. Modelo 2 en el que se observan el receptor muscarínico, las proteínas Gi/o activadas 

por Mastoparán, las sGC citosólica y translocadas a membrana 20 s después de añadida 

carbamilcolina. El modelo muestra que Mastoparán activa a las -Gi3 de las cuales la i3GTP 

inhibe a las sGC que se transloca a la membrana. Adicionalmente, observamos que existe una 
señal de IP3 que aparece a los10 s  después de añadida carbamilcolina que puede ocasionar un 
aumento de calcio intracelular que podría activar a la sGC. 
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30% menor que el % máximo de inhibición observado en membranas P1+P2;  lo 

que podría indicar una menor sensibilidad de las sGC a la acción de las proteínas 

Gi/o (Figura  47).  

 

 

 

Sin embargo, a pesar de que ambas hipótesis son factibles las mismas no son 

excluyentes y podrían ser complementarias. 

2. El origen bioquímico de la segunda señal es  principalmente producto de la 

activación de la NPR-GC-B, que se identificó previamente en MLTB como la 

enzima GC con mayor actividad enzimática, la cual es activable por proteínas G 

heterotriméricas a través del dominio Yuxtamembrana (97). En los experimentos 

con músculo liso intacto observamos que Mastoparán es muchos más efectivo 

sobre esta enzima que sobre la sGC lo cual puede estar vinculado a que esta  

enzima está anclada a membrana de forma permanente lo que la puede hacer 

más sensibles a la acción de las proteínas Gi/o.  

 

 

Figura 47. % Máximos de inhibición en fracciones P1+P2 y P1+P2 
20’’CC activadas con Carbamilcolina o Mastoparán y bloqueadas para el 
receptor m3AchR mediante alquilación o anticuerpos anti-m3AchR 

Tomado de las  Tablas  8 y 9. 
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Figura 48.  Modelo 3 en el que se observan el receptor muscarínico, las proteínas Gi/o activadas 

por Mastoparán y las NPR-GC-B. El modelo muestra que Mastoparán activa a las -Gi de las 

cuales la 01GTP inhibe a las NPR-GC-B lo que hace que la señal a los 60 s con 
carbamilcolina desaparezca.  
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5.3 Posibles conformaciones heterotriméricas asociadas a m2AchR. 

 Una vez observado que en el  MLTB intacto  existe una importante señal 

proveniente de las proteínas Gi/o, la cual es capaz de inhibir la contracción del MLTB 

y bloquear las señales de GMPc,  se realizaron experimentos en membrana los 

cuales se utilizaron para corroborar que esta inhibición procede de las proteínas Gi/o 

y detectar las posibles conformaciones heterotriméricas presentes en el MLTB; en 

este sentido  realizamos una primera aproximación experimental, con péptidos 

caboxiterminales de las proteínas Gi/o los cuales han sido ampliamente utilizados 

como primera aproximación para tipificar proteínas G (37,98). En estos resultados, 

observamos que el único péptido que inhibe la activación de la NPR-GC-B en 

fracciones P1+P2 (Figura 17) de MLTB es el péptido -Go1 por otra parte en 

membranas P1+P2 20’’CC. (Figura 18) el único péptido que inhibe a la sGC es el 

péptido -Gi3, posteriormente las membranas P1+P2 y P1+P2 20’’CC alquiladas o 

bloqueadas con anticuerpos anti-m3AchR  mostraron que estos mismos anticuerpos 

bloquean la inhibición  observada en estas membranas cuando son expuestas a 

Carbamilcolina o con Mastoparán.  

Por otra parte, en el diseño experimental los heterotrímeros se encuentran  

principalmente constituidos en estructuras GDP- ya que la Carbamilcolina o el 

Mastoparán se añaden a las fracciones P1+P2 o P1+P220’’CC en simultáneo con el 

CNP-53 o SNP, lo cual indica que el m2AchR, las proteína G y las GC (sGC o NPR-

GC-B)  se activan  simultáneamente, por lo tanto el bloqueo que se observa con los 

anticuerpos anti- en las fracciones P1+P2 y anti- en la fracciones P1+P2 20’’CC 

no necesariamente significa  que estas proteínas inhiban a las NPR-GC-B o las sGC; 

y podría indicar que interfieren con la actividad GEF (GTP Exchange Factor)  de 

estas subunidades, por lo tanto podemos suponer que los heterotrímeros que se 

encuentran acoplados a m2AchR que inhiben a las NPR-GC-B y sGC están 

conformados por las subunidades  y  respectivamente.  

En este trabajo no evaluamos las subunidades  ydado que para no se 

dispone de anticuerpos comerciales (posiblemente por su alta similitud estructural 

con las cuales solo difieren en 32 de los 340 aminoácidos que las componen) y las 
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subunidades  y son subunidades asociadas a órganos de los sentidos y se 

expresan principalmente bajo variables truncadas (99-100).  Por otra parte, motivos 

financieros no nos permitieron estudiar las subunidades ; sin embargo conocer las 

subunidad  acoplada a la subunidad Go1 o Gi3  nos aproxima a la subunidad ya 

que su ubicación y su patrón de asociación con la subunidad  podría indicarnos 

cuales son  las posibles subunidades capaces de asociarse a aTablas 2 

y 3). 

En el caso de las subunidades que pueden asociarse a esta subunidad son 

son la  misma subunidadya que el resto de las 

subunidades están asociadas a órganos de los sentidos o a otros tejidos, es de 

destacar que de estas subunidades la subunidad se une a membrana a través de 

un ácido graso Farnesilico de 15 carbonos  y el resto se unen  a la membranas a 

través de un isoprenoide geranilgeranil  de 20 carbonos  (99,101-104) por  lo cual los 

posibles heterotrimeros conformados pueden ser:      



 Por otra parte, los posibles heterotrímeros que inhiben a NPR-GC-B están 

constituidos por las subunidades  capaces de asociarse ay que puedan 

encontrarse en vías respiratorias; las cuales pueden ser por lo cual los 

heterotrímeros que podrían estar asociados a la inhibición de NPR-GC-B pueden ser 

los cuales se unen  a la membranas a través de un 

isoprenoide geranilgeranil  de 20 carbonos  (99,101-104). Es importante mencionar 

que aunque no disponemos de un anticuerpo anti-Go1  los resultados con los 

péptidos inhibitorios discriminan claramente que el extremo carboxiterminal inhibidor 

corresponde a la subfamilia Go1 y no Go2; por lo cual asumimos como  posibles las 

configuraciones heterotriméricas antes mencionadas; sin embargo, este trabajo no 

nos permite descartar la existencia de otros heterotrímeros  asociados a la inhibición 

de NPR-GC o sGC. 

Como hemos mencionado anteriormente, las proteínas G se construyen a partir de 

una subunidad α, β y γ de las cuales, la subunidad α puede interactuar con el GDP 
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en su estado inactivo o con el GTP en la conformación activa. La interacción entre 

una proteína G heterotrimérica y un GPCR activo induce el intercambio de GDP / 

GTP en el subunidad Gα (105-107) que hace que los switches (que son dominios 

cargados en la configuración inactiva) expongan regiones no polares y se pierda la 

unión por cargas que mantiene la configuración GDP generando una  

desestabilización concurrente de la interfaz entre GTPy el dímero βγ (108) una 

vez reducida la unión por cargas, el desplazamiento de las proteínas GTP 

dependen de las interacciones hidrofóbicas;  estas son  asociaciones espontáneas 

que ocurren en búsqueda de un estado energéticamente favorable, donde se tenga 

la menor variación de energía libre (∆G), en este sentido es importante mencionar 

que las proteínas Gi/o son irreversiblemente miristoladas (acido grado de 14 

carbonos) o reversiblemente palmitoladas (acido grado de 16 carbonos). Lo anterior  

indica que probablemente las subunidades GTP o GTP  se ubiquen en 

dominios menos hidrofóbicos cuando se encuentran en unidas a GTP lo cual ha sido 

previamente descrito en otras proteínas Gi/o (109-113). 
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5.4 El Mastoparán, como activador directo de las proteínas Gi/o asociadas a la 

activación de la NPR-GC-B y sGC. 

Este trabajo se realizó en fracciones de membrana P1+P2, las mismas fueron 

seleccionadas como modelo experimental ya que P1  es la fracción del sarcolema 

que posee mayor unión de L-3QNB (Quinuclidinyl benzilate) lo que indica una mayor 

abundancia de mAChRs (87)  y P2 es la fracción del sarcolema que posee mayor 

actividad GC; por la tanto, debido a que en el presente trabajo se estudió la actividad 

GC estimuladas directamente y desde los mAChRs  utilizamos como modelo 

experimental la mezcla de ambas fracciones. Aunado a esto, adicionamos una 

variante que no había sido utilizada previamente, fue el fraccionamiento de 

membrana posterior a la incubación por 20 s con carbamilcolina lo que genera una 

fracción de membrana rica en actividad de la sGC activada con SNP lo cual 

corrobora los hallazgos de Uray y col. previamente descritos (72) (Figuras 17, 18 y 

27)  a esta fracción se le denomino P1+P2 20’’CC y sirvió de modelo original para 

evaluar el efecto de las proteínas Gi/o sobre las sGC. 

Con estos modelos experimentales, novedosos, practicamos la alquilación con 

mostaza 4-DAMP y el bloqueo con anticuerpos anti-m3AchR  para generar 

membranas sin actividad del receptor m3AchR (Figura 30). Al no haber actividad del 

receptor m3AchR,  la  carbamilcolina y el Mastoparán  se hacen inhibidores de la 

sGC y de la NPR-GC-B a través de las proteínas Gi/o identificadas en este trabajo, a 

saber  y i 

 

En estos experimentos observamos varios aspectos a saber: 

1. El Mastoparán es entre 15-20% más efectivo como activador de las proteínas 

Gi/o que carbamilcolina lo que significa que Mastoparán podría activar proteínas 

Gi/o que no están acopladas al receptor m2AchR que inhiben a las enzimas sGC 

y NPR-GC-B. 
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2. El empleo de Anticuerpos anti-m2AchR  anula el efecto inhibitorio de 

carbamilcolina sobre las enzimas NPR-GC y sGC en membranas bloqueadas con 

Anticuerpos anti-m3AchR y alquiladas con mostaza 4-DAMP . 

3. El empleo de Anticuerpos anti-m2AchR no anula el efecto inhibitorio de 

Mastoparán sobre las enzimas NPR-GC y  sGC en membranas alquiladas con 

mostaza 4-DAMP  o bloqueadas con Anticuerpos anti-m3AchR, lo que indica que 

Mastoparán es capaz de activar a las proteínas Gi/o acopladas a m2AchR y 

explica porque Mastoparán inhibe selectivamente la señal muscarínica en tejido 

intacto.    

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

109 

 

5.5 Efecto de Mastoparán como mecanismo novedoso capaz de sortear la 

disfuncionalidad del receptor m2AchR.  

 Este trabajo muestra que a nivel del sarcolema del MLTB, Mastoparán es 

capaz de activar a las proteínas Gi/o acopladas al receptor m2AchR sin activar al 

receptor, lo cual  observamos en el hecho de que ambas  enzimas, tanto la sGC 

como la NPR-GC-B, resultan inhibidas por Mastoparán independientemente de la 

presencia de anticuerpo anti-m2AchR, lo que nos permite postular que de 

reproducirse este efecto in vivo, Mastoparán podría convertirse en un mecanismo 

novedoso, capaz de sortear la disfunción del  receptor m2AchR y de esta forma 

restituir el efecto modulador de m2AchR sobre m3AchR  en el MLVA y autoregulador 

de m2AchR sobre la liberación de ACh, mecanismo mediado por la activación de sus 

proteínas G asociadas, lo cual podría conllevar a una restitución del estado de 

permeabilidad de las vías aéreas, en cuadros que cursen con eosinofilia in situ . 
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 VI. Conclusiones  

 

1. El efecto de Mastoparán sobre las señales de GMPc es parcial sobre la sGC y 

total sobre las NPR-GC. 

2. Existe un efecto modulador de las proteínas Gi/o sobre la contracción y los 

niveles de GMPc, lo que se evidencia con el incremento de este segundo 

mensajero en las señales a los 20 y 60 s, respectivamente y con el incremento 

en el porcentaje de contracción inducida por carbamilcolina en el MLTB   en 

presencia PTX. 

3. El efecto inhibitorio ejercido por Mastoparán es un efecto mediado por 

proteínas Gi/o, ya que tanto las señales de GMPc 20 y 60 s como la actividad 

contráctil se revierten significativamente cuando pre-incubamos con PTX. 

4. Las enzimas sGC y las NPR-GC-B son sensibles a las acción de las proteínas 

Gi/o independientemente de que sus mecanismos de activación sean a través 

de ligandos específicos o receptores muscarínicos, ya que Mastoparán inhibe 

los niveles de GMPc inducidos por Carbamilcolina, SNP y CNP  y este efecto 

es revertido por PTX. 

5. Mastoparán activa a las proteínas Gi/o asociadas a la inhibición de las NPR-

GC-B ( y sGC (isin activar al receptor m2AchR. 
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