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RESUMEN

Esta Tesis estudia al receptor de acetilcolinaotimico (AChR) de Torpedo
californica, una proteina integral de membrana compuesta poo cubunidades homologas
organizadas en forma pseudosimétrica formando um @e canal central, con una
estequiometrianypfyd. Cada subunidad contiene un dominio extracelulaina terminal,
cuatro segmentos hidrofobicos transmembrana (M1-6bfectados por lazos de longitud
variable, y un pequefio dominio carboxilo terminals segmentos transmembrana de cada
subunidad estan organizados en tres anillos camEnt Los segmentos M2 forman las
paredes del canal, los segmentos M1 y M3 constiteyanillo medio, y los segmentos M4

forman el anillo externo, en intimo contacto camlipidos de membrana.

La funcibn del AChR es modulada por distintos coegbos que actdan como
inhibidores. Los inhibidores competitivos se undasamismos sitios que el agonista; los no
competitivos lo hacen en sitios diferentes. Larfase lipido-proteina ha sido foco de gran
interés como potencial sitio de accion de un grd@anhibidores no competitivos (NCI) de
baja afinidad que comparten la caracteristica dalsamente hidrofébicos. Se ha demostrado
gue distintos acidos grasos libres (AGL) y estawithodulan la funcionalidad del AChR a

través de un mecanismo de inhibicidbn no competitiva

Dos posibles hipétesis han sido propuestas parlicaxpal mecanismo de accién.
Una propone un efecto indirecto, considerando querésencia de estos compuestos en el
micro-ambiente lipidico del AChR perturba las pesjaides biofisicas de la membrana, lo
cual a su vez conduciriacambios conformacionales de la proteina AChR. La loipotesis
propone una accion directa: la interaccion del amsio exdgeno con el AChR resultaria en
forma directa en cambios conformacionales del AGhBn el desplazamiento de lipidos

esenciales de su micro-entorno, esenciales pararsecta funcion.
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En el Capitulo | de esta Tesis se utilizé espectnpig de fluorescencia,
particularmente la técnica de transferencia degémeesonante de tipo Forster (FRET). Se
evaluaron cambios en la eficiencia del procesoRIETFE) entre el AChR, que actia como
donante de fluorescencia, y la sonda fluorescemtigrdan, que actla como aceptor: la
disminucién de laE sugirié que el aceptor es desplazado del microreatlipidico del
AChR por la presencia de moléculas lipidicas exagebe esta manera, se pudo demostrar

la localizacion de diferentes esteroides y AGL lemiero-ambiente lipidico del AChR.

En el Capitulo Il de esta Tesis se utilizé la sofidarescente cristal violeta, que
posee mayor afinidad por el estado desensibiliz@l dChR que por su estado de reposo. Se
concluyo que el mecanismo de inhibicion del AChRdd#intos esteroides y de los AGL
involucra una perturbacion en el equilibrio confamonal del AChR. Ademas, utilizando la
sonda fluorescente Laurdan, y calculando la denadairipolarizacion generalizada" de esta
sonda, pudo relacionarse los efectos que estosumstys ejercen sobre las caracteristicas

biofisicas de la membrana con el estado conformatiel AChR.
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ABSTRACT

This Thesis concerns the study of the nicotinidydckoline receptor fronTorpedo
californica, an integral membrane protein composed by five hogmls subunits pseudo-
symmetrically organized around a central pore whih stoichiometryfyd. Each subunit
contains an extracellular amino-terminal domainmy foydrophobic transmembrane segments
(M1-M4) connected by loops of varying length, andhert extracellular carboxyl terminal
domain. The transmembrane segments of each sudrerdtrranged in three concentric rings.
The M2 segments form the walls of the ion chanthel,segments M1 and M3 constitute the
middle ring, and the M4 segments form the outeg,rin close contact with the membrane

lipids.

The AChR function is modulated by different compdsirthat act as inhibitors.
Competitive inhibitors bind to the same sites toiolhagonist bind; non-competitive
inhibitors bind to different sites. The lipid-prateinterface has been the focus of great
interest as a potential site of action of a grofigow-affinity non-competitive inhibitors
(NCI) that share the property of being highly hygitobic. It has been demonstrated that free
fatty acids (FFA) and different steroids modulatee tAChR functionality by a non-

competitive inhibition mechanism.

Two possible hypotheses have been proposed toiexpka mechanism of action of
these NCI on the AChR. One proposes an indirechar@sm, suggesting that the presence
of exogenous compounds at the AChR lipid microemnment perturbs the biophysical
properties of the membrane, which, in turn, leadsdnformational changes of the AChR
protein. The other hypothesis proposed a diredbracthe interaction of the exogenous

compound with the AChR would result in AChR confatranal changes or cause the
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displacement of essential lipids from the AChR wecvironment, which are necessary for

its correct functionality.

In the first Chapter of this Thesis, use was mafdéuorescence spectroscopy, in
particular Foérster-type resonance energy transi®E{). Changes of the energy transfer
efficiency E) between the AChR, the fluorescence donor, anflubesscent probe Laurdan,
the acceptor, were evaluated: The diminutiorEafuggested that the acceptor is displaced
from the AChR lipid micro-environment by the preserof the exogenous lipid molecules.
Thus, the localization of different steroids andAR¢ould be established at the AChR lipid

micro-environment.

In the second Chapter of this Thesis, use was roadee fluorescent probe crystal
violet, which exhibits higher affinity for the AChResensitized state than for the AChR
resting state. The conclusion was reached thanthbkitory mechanism of different steroids
and FFA involves a perturbation of the conformatiorequilibrium of the AChR.
Furthermore, by using the probe Laurdan and byutatiog the so-called "generalized
polarization" of this probe, it was possible toretate the effects of these compounds on the

biophysical properties of the membrane with thef@onational state of the AChR.
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ABREVIATURAS

AChR: receptor de acetilcolina nicotinico

AGL.: acidos grasos libres

BP: constante de union estimado para esteroides o AGL
Carb: carbamilcolina

cort: cortisona

CrV: sonda fluorescente cristal violeta

D.O: densidad Optica

D: estado conformacional del AChR desensibilizado
DTT: ditiotreitol

E: eficiencia de transferencia de energia

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EGTA: 4cido etilenglicol-bisf{-aminoetil éter)N,N.N",N"-tatraacético
FRET: transferencia de energia resonante de tipid¥0
GP: polarizacion generalizada

HC: hidrocortisona

Kp: constante de disociacion de la sonda CrV

NCI: inhibidores no competitivos

PA: acido fosfatidico

PC: fosfatidilcolina

PE: fosfatidiletanolamina

PLA,: enzima fosfolipasa A

PMSEF: fenil-metil-sulfonil fluoruro

r.p.m.: revoluciones por minuto

R: estado conformacional del AChR de reposo

SDS-PAGE: gel de poliacrilamida desnaturalizante eadecil sulfato de sodio



T. californica Torpedo californica

TLC: cromatografia liquida en capa fina
TM: transmembrana

18:0: 4cido esteérico

20:0: acido araquidico

20:4: acido araquidonico

trans-18:1: &cido elaico

cis-18:1: 4cido oléico

Los &cidos grasos se nombran mediante dos nungqmsmero se refiere al nimero de
atomos de carbono y el segundo al numero de dbfpekiras en la molécula (por ejemplo:

18:1 es un acido graso de 18 atomos de carbona galrie ligadura)



INTRODUCCION GENERAL

El sistema nervioso estd compuesto por billones cdkilas especializadas
denominadas neuronas. Una eficiente comunicacifme @stas células es crucial para el
normal funcionamiento del sistema nervioso centrpériférico. La estructura en la cual la
informacion es transmitida de una célula a otralesseomina sinapsis. Algunas células se
comunican por sinapsis eléctricas. En este cas@otncial de accién simplemente se
desplaza de una célula a otra a través de canafexializados denominados uniones
estrechas, que conectan ambas células. Sin emiteargayoria de las células se comunican a
través de sinapsis quimicas. Estas células se mn@neseparadas por un estrecho espacio
denominado hendidura sinaptica, razén por la coeabweden transmitir el potencial de
accion en forma directa. Asi, pequefias moléculagpminadas neurotransmisores, son

utilizadas para comunicar la sefial de una célldasguiente.

En la sinapsis quimica, cuando el potencial dedacde la célula presinaptica llega
hasta el terminal axénico, se produce un aumemmitado de C& en el citoplasma por
activacion de canales regulados por voltaje (Zinmmaem, 1979; Ceccarelli & Hurbult,
1980). Este aumento de iones induce a que laswasicargadas con un neurotransmisor en
particular se fusionen con la membrana plasmalilserando su contenido a la hendidura
sinaptica (Heuser & Reese, 1981). Los neurotramsessdifunden a través de la hendidura
sinaptica y se unen a los receptores localizadda emembrana post-sinaptica de la célula
vecina, proceso que transcurre en el orden de litisegundos (Matthews-Belinger &
Salpeter, 1978). La union de los neurotransmiscoesios receptores produce un cambio en
la permeabilidad i6nica de la membrana plasmatisginaptica, lo cual a su vez, modifica
el potencial eléctrico de la membrana en ese p&itia. célula post-sinaptica es una neurona,

esta alteracion localizada puede ser suficienta payducir un potencial eléctrico. Si es una



fibra muscular, dicha alteracion puede desencadenarcontraccion muscular especifica;
mientras que en una célula glandular puede indulgirsecrecion de una hormona especifica.
Luego de la activacién del receptor, el neurotrassntebe ser inactivado para impedir una
estimulacién constante de la célula post-sinapticasi liberar los sitios de los receptores

para que puedan interactuar con nuevas moléculasutetransmisor (Zigmond et al., 1999).

Los receptores de neurotransmisores localizadok enembrana post-sinaptica se
clasifican en dos grandes grupos: los receptoregpgseen en su estructura sitios de union a
ligando y un canal iGnico como parte intrinsecasdeestructura, y que son activados
precisamente por tales ligandos (LGIC de sus siglanglés:ligand gated ion channgly
otra gran superfamilia de receptores que estanampa proteina G, también activados por
ligandos, pero con respuestas consistentes ersds/aenodalidades de cascadas metabdlicas.
Estos dos tipos de receptores varian en la veldadilgasu respuesta, siendo los primeros

responsables de mediar las sinapsis rapidas.

Entre los canales iénicos con sitios de uniénanlip se encuentran los receptores de
acetilcolina (AChR). La sinapsis cuyo neurotransmes la acetilcolina se denomina sinapsis
colinérgica. Al grupo de receptores que producspuestas excitatorias en el orden de los
diez milisegundos de duracién (Barrantes, 1979;e Sat al., 2002), mediando la
neurotransmision rapida en la sinapsis colinérgipastenecen los AChR nicotinicos. Este
mecanismo rapido de sefializacibn requiere volumedes reaccion limitados vy
concentraciones de las especies reactantes steitiente elevadas. Ambos requerimientos
son consumados a la perfeccion por la organizasipra-molecular de los componentes pre-
y post-sindpticos de la sinapsis colinérgica. Uzertacion del neurotransmisor alcanza
concentraciones milimolares discretas de acetilaplnientras que las moléculas de AChR,

gue se localizan en la membrana post-sinapticaaslaihiones neuromusculares y en las



sinapsis electromotoras, se encuentran empaquetadasa elevada densidad (10000-20000

un") (Barrantes, 1979).

Receptores de lazos de cisteina

Constituyen una amplia familia de proteinas oligdoas compuestas por cinco
subunidades donde una de las caracteristicas nédsves la presencia de un lazo de cisteina
gue comprende trece aminoacidos que le da el noanbsta familia de receptores (Barrantes,
2003). Este lazo de cisteina, localizado en ladregmino terminal extracelular, se encuentra
en todas las subunidades que componen a estogoresepLos receptores de lazos de
cisteina, parte de la superfamilia de LGIC introdacen péarrafos anteriores, demuestran
poseer selectividad i6nica y por lo tanto puedetiditse en dos grupos, dependiendo de su
efecto/funcion en las células. Los canales queeptan selectividad aniénica ejercen sobre
las células un efecto inhibitorio, como es el cdsdos canales de acido aminobutirico de
tipo A o de tipo C (GABA o GABA() y de glicina (Schofield et al., 1987; Betz, 1990;
Ortells & Lunt, 1995). Por el contrario, los carmlgue poseen selectividad cationica
producen un efecto excitatorio en las células. t#& étimo grupo pertenecen el AChR vy el
receptor subtipo 3 de hidroxitriptamina (serotoni®aHT;). Todas estas proteinas son
altamente homologas, compartiendo caracteristicagases (Ortells & Lunt, 1995, 1996;
Ortells et al., 1997). Los receptores del glutaneatustidina también son receptores cuyas
subunidades poseen un lazo de cisteina, pero sustesas no coinciden con la establecida
para la superfamilia de LGIC. De todos los receggtopertenecientes a esta familia, el
receptor de acetilcolina nicotinico es el que ka snejor caracterizado a la fecha (Zigmond

et al., 1999; Barrantes 1979, 1983, 2002, 20034 22007).



El receptor de acetilcolina nicotinico

Comenzaremos definiendo las caracteristicas fualdenque caracterizan a esta
familia de receptores: el AChR cumple con todosrkxguisitos para ser considerado una
proteina alostérica, pudiendo existir al menosres éstados conformacionales distintos e
interconvertibles entre si (Krauss et al., 200®aler: 1) el estado de reposo (R), en el cual
el AChR posee una baja afinidad por la acetilcojir canal iGnico se encuentra cerrado; 2)
el estado activado o de canal abierto, al cudbaitiego de la unidon de dos moléculas de su
agonista natural, la acetilcolina, de una maneo@pe@tiva positiva, provocando la apertura o
gatillado del canal i6nico intrinseco y el conseteepasaje de cationes; y 3) estado
desensibilizado (D), generado por la exposicioiomgada al agonista, en el cual el canal
iGnico se encuentra cerrado y con una mayor afihta la acetilcolina (comparativamente

al estado de reposo).

Dado que la union del agonista y el gatillado demhat iGnico ocurren en sitios

topolégicamente distintos en el AChR, cabe conaidet papel de otras regiones de la



molécula con importantes atributos funcionales. U las regiones candidatas es,
obviamente, el sitio de contacto entre las dissidabunidades, ya que tales interfases,
ademas de constituir (al menos dos de ellas) iel @& unién canoénico para agonistas y
antagonistas competitivos, podrian desempefar el genportante en las propiedades
alostéricas del AChR. Otra regién del AChR cuya angncia funcional es destacable
comprende la relativamente extensa interfase pmtgidica, que es objeto de analisis

pormenorizado en esta Tesis.

Pueden considerarse dos tipos principales de AC&&RgIn su localizacion y
composicion: a) el AChR de tipo muscular (embriemar adulto) que se localiza en el
musculo esquelético de los vertebrados, donde ni@diansmision neuromuscular, y en los
organos eléctricos de ciertos peces como la raymamnala anguila eléctrica de riddrpedo
sp, Electrophorus electricys respectivamente, y 2) el AChR de tipo neurona¢ ge
encuentra presente/distribuido no solo a lo lamgsstema nervioso central y periférico sino
también en ciertos tejidos no neuronales. EstosRSChuestran una variada combinacién de
subunidadest y noa pudiendo ser homopentameros camo heteropentameros comgf;
(Karlin, 2002). Los AChR musculares son los respbles de la contraccion muscular en los
musculos esqueléticos mientras que los AChR nela®rmstan relacionados con una gran
variedad de funciones tales como el desarrollo amaly el funcionamiento motor y
cognitivo, la memoria, el aprendizaje, etc., aderdasestar relacionados con distintas
patologias como la enfermedad de Alzheimer, el dealParkinson, el dolor neuropatico, el
déficit de atencion, ciertas epilepsias, la depresétc. (Lindstrom, 1997, 2003; Barrantes et

al. 2000a).

El AChR (290 KDa) dd. californicaesta compuesto por cuatro subunidades distintas
(o, B, v, Y 8) que poseen pesos moleculares relativos de 40,680,y 65 KDa,

respectivamente. Estas subunidades se arreglanaerstequiometria,fyé formando una
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estructura pentamérica (Reynolds & Karlin, 1978dstron et al., 1979; Raftery et al., 1980)
y encontrandose dispuestas en una forma pseuddsansimétrica en el ordew-y-a-3-

(Prince & Sine, 1998; Unwin, 2005).

Topogréaficamente, el AChR estd asimétricamente likazi con respecto a la
membrana, presentando un 55% de su masa totahdfeleixtracelular y un 20% del lado
citoplasmatico (Unwin, 1993). Posee una longitudltde 120 A, sobresaliendo 65 A hacia el
espacio extracelular desde la membrana plasmattaAs de la superficie de la membrana
intracelular hacia el interior celular. La porciditoplasmatica esta constituida por secuencias
aminoacidicas que unen los segmentos transmemtdeacada subunidad. La pared proteica
que forma la entrada del canal (vestibulo) serfaxapadamente de 25 A de espesor y
actuaria como un aislante de los posibles camleasacha de la superficie de la membrana

(Unwin, 1993).

Subunidades del AChR

Las distintas subunidades del AChR poseen un tamsafidar, con dimensiones
méaximas de 30 A x 40 A x 160 A, mostrando, adensgsmismo empaquetamiento
tridimensional (Unwin, 2005). Poseen caracteristaamunes entre ellas, a saber:

* Un gran dominio amino-terminal extracelular.
» Cuatro segmentos transmembrana denominados M1 a M4
* Un lazo citoplasmético que se encuentra entredgsentos M3 y M4.

* Un pequefio dominio carboxilo terminal extracelular.



NH,

Extracelular

r\ COOH

Transmembrana

Intracelular

El dominio amino-terminal estd construido alrededer un “nucleo”p-sandwich
consistente en diez lamingy el cual contiene una hélice similar a la AChBP
(“acetylcholine binding protein”proteina que une acetilcolina, aislada originalteedel
caracol marindymnaea stagnalig luego de otras varias especies de caracolesjc(Br al.,
2001). En este dominio se encuentra el lazo deioed caracteristico de esta familia de
receptores. Este lazo incluye a las cisteinas GAZBl42 que se encuentran altamente
conservadas en todas las subunidades. La funadadalie este lazo no esté bien definida. Sin
embargo, el mismo pareceria estar implicado ensdrablado de las subunidades del AChR
(Zigmond et al., 1999). Los sitios de unién a agtanse encuentran a 40 A de la superficie de
la membrana, localizados en la interfase de lasrsdadesoy y ad (Unwin, 2005). En el
sitio de unién a agonista las subunidades est@nz@das alrededor de destsde lamina$
incluidas dentro de un sandwiglturvo y unidas por un puente disulfuro formandaeb de
cisteinas. De esta forma, los sitios de union aiatppno son equivalentes entre si. Ademas,
se ha demostrado la existencia de una significatiegeratividad en la que la unién de una
primera molécula de acetilcolina aumenta la afidide la segunda por el AChR.

Cada subunidad posee cuatro segmentos transmend@an@s 30 aminoacidos de

largo, los cuales se disponen en una forma pseauotiirica, mostrando una estructura



hélice (Miyazawa et al., 2003). Se ha descritoispakicion de las hélices en tres anillos
concéntricos (Barrantes, 2003). El anillo interstadormado por los segmentos M2 de cada
subunidad, el anillo intermedio estd compuesto Ipsrsegmentos M1 y M3; y el anillo

externo esta formado por los segmentos M4:

Figura extraida de Barrantes, 2003

Los segmentos M2 de cada subunidad conforman laslgm del canal iGnico propiamente
dicho, sin establecer contacto alguno con los dpide la membrana. Desde el vestibulo
superior, estos segmentos se encuentran inclirreaoa el eje central del poro hasta el nivel
del centro de la membrana para luego torcersealigente. Cuando el AChR se encuentra
cerrado (estado de reposo), lahélices de los segmentos M2 de cada subunidad se
encuentran juntas pero separadas del resto detdos egmentos TM, creando espacios
llenos de agua entre ambos grupos. Estos espariddan un papel importante durante la
apertura del poro al proveer un espacio a los se@®meV2 para su movimiento relativo
hacia el “extremo externo” de la proteina (Unwi®02). Asi, la separacién entre los

segmentos M2 es minima cuando el poro se encuesttrado. Las cadenas laterales de los
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aminoacidos que forman los segmentos M2, de carhteofdbico, interaccionan entre si
creando un ajustado cinturén (o anillo) hidrofébiSe forma asi una barrera energética que
impide el paso de iones de sodio o0 potasio ya bpere de 6 A de diametro es muy pequefio
para que los iones pasen sin tener que perderbdertzude hidratacion. La inexistencia de
otra barrera energética que pueda bloquear el flejdones, indicaria que esta barrera
energética representaria las “compuertas” del cabrdbo. Otra propiedad estructural
importante es la presencia de tres anillos de amidos cargados negativamente a distintas
alturas del canal (extracelular, intermedio y dasmatico). Estos anillos estarian implicados
en la selectividad i6nica del AChR (Changeux, 1928tringer et al., 2000; Karlin, 2002).
Por ejemplo, se ha observado que mutaciones ladalkizen el anillo medio que reducen la
carga, cambian la selectividad cationica del AGHR por aniénica (Galzi et al.; 1992;

Corringer et al., 1999).

Los segmentos M1 y M3 conforman el anillo medib AEhR. Si bien no forman
parte estructural del poro del canal, estudios d@ageénesis dirigida acoplados a mediciones
electro-fisioldgicas indican que estan implicadodaefuncionalidad del receptor (Wang et al.
1997, 1999). Asi, Corradi et al. (2007) han desoriyma interaccion entre residuos de los
segmentos M1 y M2 involucrada en el proceso ddlaydi del AChR. Estos segmentos
estarian expuestos, al menos en forma parcial, melmbrana ya que estudios de foto-
marcacion han demostrado la incorporacion de somi@®fobicas, aunque en menor
magnitud comparada con la incorporacion en los segps M4 (Blanton & Wang, 1991;
Blanton & Cohen, 1994; Blanton et al., 1998, 1998ite et al., 2003; Hamouda et al., 2006,
2007). Recientemente se ha descripto la preseneissitibs de union a colesterol,
profundamente inmersos en la estructura del AChived de este anillo medio. A través de

estudios de dinamica molecular, se ha postuladolajyeesencia de colesterol en dichos

11



sitios seria fundamental para que el AChR puedaenansu estructura (Brannigan et al.,

2008).

El segmento M4 es el mas externo, hidrofébico y eseconservado del AChR.
Mediante estudios de foto-marcacion se ha demastrpte es el segmento que mas
interacciona con los lipidos de membrana. Llamaitmate, si bien no esta en contacto con la
region del poro del canal, varios estudios de nautagis y electrofisiologia han demostrado
su participacion en el proceso de gatillado del RQBouzat et al., 1998, 2000, 2002;
Tamamizu et al., 1999). Estudios de dinamica mddeauuestran movimientos estructurales
asincronicos de las subunidades. Asi, las intevaesi de los segmentos M4 con segmentos
M1-M3 por un lado y con moléculas de lipidos poo&b, constituiria la relacién entre las
dindmicas estructurales del canal y el ambientiliip (Xu et al., 2005). Esto podria
contribuir al entendimiento de por qué las mutaesoen los segmentos M4 de todas las
subunidades afectan la funciéon del AChR (Tamamizal.e 2000; Lee, 2004; Bouzat &
Barrantes, 1994, Bouzat et al., 1998), ya que ardho una estrecha relacion con su micro-

ambiente lipidico (Barrantes, 2003; Xu et al., 2005

Los distintos segmentos transmembrana de cada igaburestdn unidos por
secuencias aminoacidicas cortas (extracelularatoplasmaticas), con la excepcion de la
porcién que conecta a los segmentos M3 y M4, qustitaye un lazo citoplasmatico de una
mayor longitud (aproximadamente 40 aminoacidosle Exo, generalmente conocido como
dominio C2, presenta una zona altamente hidroféparalo que se lo denomina segmento
anfipatico (Finner-Moore & Stroud, 1984). El domanC2 de cada subunidad contiene
secuencias unicas que sirven como “huellas digitagbara poder distinguirlas. Si bien
diversos estudios han sugerido que estos dominitsan estar involucrados en: procesos de
trafico, mediando interacciones con el citoesqoelBencherif & Lukas, 1993; Colledge &

Froehner, 1997, Shoop et al., 2000), en el ensalolde receptor (Yu & Hall, 1994a), y
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siendo blanco de fosforilacion (Yu & Hall, 1994bpltédge & Froehner, 1997); el rol
funcional de C2 ha sido escasamente estudiado @ual., 2005). Particularmente se
relaciona este segmento con el proceso de agregdeidAChR durante la formacion de la
unién neuromuscular. En este proceso, la protegnaaainduce a MuSKMuscle Specific

Kinasg, la cual actia sobre la proteina rapsina (pratedsociada al AChR en una
estequiometria 1:1), produciéndose por ultimo Efdidlacion del AChR, lo que llevaria a

una estabilizacion del AChé&n la membrana (Kuo et al., 2005).

El AChR vy su ambiente lipidico

El estudio del AChR podria dividirse en tres argeserales (Barrantes, 2003). El
centro de atencion en las dos primeras recae sblp@saje de iones que involucra al canal
propiamente dicho (los segmentos M2 de cada suadnidel sitio de unién de agonista. El
estudio de estas areas se ha llevado a cabo nedmntombinacion de técnicas de
mutagénesis dirigida y electrofisiologia. El uso estas técnicas ha posibilitado una
caracterizacion detallada del canal ionico. Estiadéos han permitido también definir la
localizacion de los sitios de union a agonistapatréndose en las interfases que forman las
subunidadesx con las subunidadeg y 6. La tercera area de estudio comprende a los
segmentos transmembrana del AChR que se encuentriamtimo contacto con los lipidos de
la membrana. En este sentido, la posibilidad ddigacion y reconstitucion del AChR en
distintos medios lipidicos definidos ha sido unerdmaienta de gran utilidad en el estudio de

las necesidades lipidicas del receptor.

Marsh & Barrantes (1978), utilizando la técnica B8R (de sus siglas en inglés:
electron spin resonang@escribieron la presencia de lipidos “inmoviliaatien la interfase

lipido-proteina del AChR en membranas ricas en ACGHRRTorpedo marmorata Este
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resultado abrié un nuevo camino en el estudio dehR, en el que tanto la composicion
lipidica, la presencia indispensable de ciertasldiy como las interacciones lipido-proteina,
fueron investigadas en forma detallada tratando edeontrar una relacion lipido-
funcionalidad del AChR. Asi, los primeros trabagstuvieron orientados a determinar los
requerimientos lipidicos del AChR. En sistemas metituidos se describié los requisitos
diferentes, y la presencia necesaria del colestdishnte los proceso de solubilizacion y
purificacion del AChR en detergentes para que estdéeina retenga su capacidad de
respuesta a agonistas (Criado et al., 1982). Pastemte, el grupo de McNamee (Ochoa et
al., 1983) describi6 la necesidad tanto de colelstermo de lipidos cargados negativamente
para mantener la funcionalidad del AChR cuando&sfeurificado a partir de membranas de
Torpedo californicaA estos trabajos se suman otros estudios deraugsipo (Criado et al.,
1984) indicando que la presencia de colesterol embnanas de dimiristoil fosfatidilcolina
(DMPC) es necesaria para mantener las propiedaslessppuesta a agonista del receptor
extraido de las membranas nativad depedo Este trabajo también hace referencia al efecto
de diferentes fosfolipidos con distintas cadenadlicas, lo cual sugiere que el
empaquetamiento de las mismas también es criti@ laguncionalidad del AChR. Por su
parte, Ellena et al. (1983), usando AChR recondttten DOPC vy la técnica de ESR,
estudiaron las afinidades de distintos lipidos pbrmicro-entorno lipidico del AChR.
Determinaron que tanto los acidos grasos como umad® del colesterol marcado tenian
una afinidad notablemente mayor por el AChR quebiservada con fosfatidilcolina (PC).
Siguiendo esta linea de estudio, Fong & McName&gL9econstituyeron el AChR en
distintos modelos lipidicos, utilizando muestragparadas con distintas concentraciones de
PC, colesterol, acido fosfatidico (PA), fosfatithleolamina (PE) y asolectina. En este
estudio se demostr6 que en el AChR, tanto su cdndiad i6nica como el cambio

conformacional de un estado de baja afinidad a dmalta afinidad ocasionada por la
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presencia de agonista, son altamente dependiagitambliente lipidico. Se concluy6 que una
apropiada fluidez de membrana seria necesariamreqteerida para permitir esta inter-

conversion entre ambos estados. Sin embargo, idefludle membrana no seria la Unica
condicion para mantener la actividad del AChR. &erhembranas que mostraban actividad,
sé6lo las que contenian colesterol y fosfolipidag@dos negativamente (como PA) pudieron

mantener la actividad del AChR.

La presencia de sitios discretos en la interfggddiproteina, y mas particularmente
en los lipidos inmovilizados en la vecindad inme&dide la proteina receptora, fue sugerida
inicialmente por Marsh & Barrantes (1978). Tal hgsis proponia que los agentes
farmacologicos que ejercen efectos sobre el ACaRsen por modificacion de su afinidad a
ligandos colinérgicos o por modulacion de sus mugies de gatillado, interactuarian con el
micro-entorno lipidico inmediato del AChR. Similante, Simmonds et al. (1982)
describieron la interaccion de moléculas hidrofabicon otra proteina de membrana, la
enzima C&/Mg** ATPasa del reticulo sarcoplasmatico, describidadoresencia de sitios
anulares y no-anulares en la interfase lipido-jpmateen los cuales las moléculas hidrofobicas
se localizan exhibiendo distintas constantes derantion dependiendo de su naturaleza
(Simmonds et al., 1982; Lee et al., 1982, 1983)saflas en estos trabajos, Jones &
McNamee (1988) describieron en mayor detalle elranilominio lipidico del AChR
trabajando con sistemas reconstituidos. Definideompresencia de un cinturén lipidico
alrededor del AChR denominado lipido "anular”, dors® localizarian los fosfolipidos, y
sitios “no-anulares” a los cuales los fosfolipidos podrian acceder. Las moléculas de
colesterol parecerian unirse mas fuertemente sitios no-anulares, en comparacion con los
sitios anulares. Por su parte, los acidos grasddgiolocalizarse en ambos sitios. En forma

coincidente, Fong & McNamee (1987) habian demostrqde lasa-hélices del AChR
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pueden ser estabilizadas por accion del colestendigndose asi asignar un papel funcional

a los sitios no-anulares, ya que el colesterabsalizaria en dichos sitios.

Estudios posteriores realizados por Narayawasniahi €993) con AChR purificado
y marcado con la sonda maleimido-pireno confirmadaoexistencia de sitios especiales para
colesterol, en los cuales éste pasa mayor tiempelacion a los otros lipidos de membrana.
Este trabajo constituye un significativo avanceidiela que la localizacion de la sonda esta
limitada a unas pocas cisteinas, de las cuales, wsth esta localizada en el segmento
transmembranay453), cercano a la interfase membrana/agua. Pastenmte, Barrantes et
al. (2000b) extendieron la informacion a otros redés, acidos grasos y fosfolipidos,
estableciendo constantes de afinidad relativasspims localizados superficialmente en la

interfase lipido-proteina en un sistema reconsiitui

Por ultimo, nuestro grupo introdujo el uso de ladso fluorescente Laurdan en el
estudio del AChR (Antollini et al., 1996), demositla que el AChR y la molécula Laurdan
cumplen con las condiciones necesarias para acbnao par donante-aceptor en el proceso
de transferencia de energia resonante de tipodfdRRET). Antollini & Barrantes (1998)
utilizaron esta herramienta en el estudio del m@&rworno lipidico del AChR, logrando
caracterizar por primera vez la presencia de siissretos e independientes (anulares y no-
anulares) en membranas nativas ricas en AChR dearmorataEn concordancia con otros
trabajos en sistemas reconstituidos, los resultadtenidos indicaron que los fosfolipidos se
localizarian en los sitios anulares, mientras cgtereles en los sitios no—anulares. Por su

parte, los acidos grasos tendrian la capacidadcdéizarse en ambos sitios.
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Accion de los acidos grasos v esteroides sobre tasales idnicos.

Los &cidos grasos se encuentran en las membraoéggibas, principalmente
formando parte de los fosfolipidos. De este mod@dcion de distintas fosfolipasas puede
liberar a los mismos, produciéndose ademas lisalfpgdos. Se ha demostrado que una gran
variedad de acidos grasos poseen la capacidadgdéarda actividad de canales ionicos

(Ordway et al., 1991).

La accion de los acidos grasos sobre los canatésog podria efectivizarse a traves
de dos vias, a saber, por interaccion directa yimeraccion indirecta. Mientras que los
mecanismos de interaccion indirecta implican unadéacenzimatica sobre el acido graso,
produciendo asi metabolitos que afectan a ciertsles, los efectos directos pueden
comprender tanto una interaccion directa con ehlcanmo una alteracion de la bicapa
lipidica. Inicialmente, Andreasen & McNamee (1986%tularon que los acidos grasos libres
actuarian como inhibidores del AChR, siendo su ssfousitio de accion la interfase lipido-
proteina y atribuyendo dicha accion a una pertibbade las interacciones lipido-proteina.
Por su parte, Villar et al. (1988) demostré porodaletria diferencial de barrido (DSC:
differencial scanning calorimetyyque la hidrdlisis de fosfolipidos de membrana gogion
de fosfolipasa A(PLA;) produce una desestabilizacion de la estructura@bR, asignando
ese efecto a los productos liberados. Posterioenartraves de la técnica deatch-clamp,
Bouzat & Barrantes (1993a) determinaron que lododcgrasos de cadena larga actian como
inhibidores del AChR. Estudios de nuestro laboratmralizados en membranas Berpedo
marmorataricas en AChR utilizando la sonda Laurdan, deraostr que distintos acidos
grasos (independientemente de sus caracterisstagtarales) se localizarian en el micro-
entorno lipidico del AChR (Antollini & BarrantesQ@2). Ademas, utilizando la propiedad de
la sonda Laurdan de censar dipolos mediante alloddte la polarizacion generalizadaR)

(Parasassi et al. 1991), se demostré que la padidrb de este micro-entorno lipidico es
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dependiente de la estructura de los acidos grdsdsmientras que la presencia de acidos
grasos cis-insaturados produce una disminucion del valor Gle el mismo aumenta
levemente por el agregado de acidos grasoss insaturados, sin encontrarse diferencias
con respecto al control en presencia acidos grsatsados (Antollini & Barrantes 1998;
2002). En este sentido, el mecanismo de acciorbitohia de los acidos grasos podria
obedecer a la perturbaciéon que los mismos ejerobnesla membrana, cambiando las
propiedades biofisicas de la misma. Otro posibleamiemo de accion podria involucrar una
alteracion de las interacciones especificas eiptidok y canales idnicos.
Asi, Ordway et al. (1991) explican que existe urengariedad de fuentes de acidos
grasos que pueden modificar la actividad de loslearionicos:
» Unidos a albumina o a otras lipoproteinas en @aiah, pueden ser trasportados
hacia los canales ionicos.
» Pueden ser generados por el metabolismo intracefudaigidos a la membrana por
difusién a través del citoplasma, o por proteiramsmédn citoplasmaticas.
» Pueden ser liberados de los fosfolipidos de membpar accién de fosfolipasas

endogenas.

Las hormonas esteroidales ejercen su accion paimegnte modulando la transcripcion
proteica. Ademas de este modo de accion, en lomastafios, se ha postulado que los
esteroides ejercen un efecto rapido, no gendmiedljado por interacciones especificas con
componentes de la membrana presentes en la supedialar (Barrantes et al., 2000c¢).

A partir de estudios de electrofisiologia, la inbibn causada por esteroides fue
inicialmente descripta para el receptor GABAniembro de la familia de los receptores
LGIC. Asi, la rapida accion del esteroide anestésifaxalona observada (pocos minutos)

involucraria un mecanismo no genémico (Harrisoni@r8onds, 1984). Un estudio posterior
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realizado por Harrison et al. (1987) demuestraltanralacion estructura-actividad entre los
distintos esteroides ensayados, sugiriendo unsacui®n directa con el receptor GABA
Turner et al. (1989) estudiaron la accién del egleranestésico alfaxalona y de una serie de
analogos estructurales naturales en la modulacbmedeptor GABA. En este trabajo se
sugiere que dada la distinta potencia ejercidaesebte receptor, los esteroides enddgenos
podrian modular la funcién neuronal. Finalmentenbart et al. (1995) demostraron que los
esteroides interaccionan directamente con el receptravés de sitios distintos de aquellos

para barbituricos y benzodiacepinas.

Para el caso del AChR, estudios realizados pord@ettet al. (1991) determinaron que el
esteroide progesterona actia como inhibidor no etithyw del AChR de tipo neuronal y
muscular, siendo su efecto casi inmediato, indiocaasd una accion no gendémica. Trabajos de
nuestro laboratorio también demostraron que dagtiesteroides actian como inhibidores no
competitivos (NCI) del AChR. Mediante la técnica ‘gatch-clamp, Bouzat & Barrantes
(1993a) demostraron que los esteroides hidrocodigblC) y 11-desoxicortisona reducen el
tiempo de apertura del AChR de manera dependienta doncentracion. Dado que efectos
similares fueron obtenidos cuando el esteroide HE dgregado por ambas caras de la
membrana, se propuso que el sitio de accion puadalcsanzado a través de la membrana,
pudiendo ser a través del anulo lipidico que rade®ChR (interfase lipido-proteina). En un
trabajo posterior, Bouzat & Barrantes (1996) esttati el efecto del esteroide HC en células
gue expresaban en forma pasajera los subtipos tatessuembrionario y adulto del AChR.
Este trabajo confirmd que dicho esteroide actiaccominhibidor no competitivo del AChR.
En forma adicional, por medio de estudios de coemméh con el bloqueador de canal QX-
222 fue posible determinar que ambas moléculasaaaa sitios distintos del AChR. Una
vez mas, estos resultados evidenciarian que, dadetsiraleza altamente hidrofébica, el

esteroide HC actuaria a nivel de la membrana, entéafase lipido-proteina. Dicha teoria
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podria extenderse a otros glucocorticoides y NGanante hidrofobicos (Bouzat &
Barrantes, 1996). En contraposicion con esta hijt®alera et al. (1992) proponen que el
sitio de interaccién con esteroides estaria logdbizen la regién extracelular dado que tanto
la progesterona como la d-hidroxiprogesterona hemisuccinato acoplados a nailiail
bovina sérica (BSA) (siendo asi solubles en agaa)capaces de inhibir al AChR. Dicha
conclusién estaria basada en una supuesta bajabjirddd de particion de estas moléculas
en la membrana. Asimismo, estudios realizados poowska & Ruzzier (2002) también
describen al esteroide HC como un inhibidor no cetitipo del AChR vy, basados en la teoria
propuesta por Valera et al. (1992), también infiegae su sitio de accion se localizaria en la
porcién extracelular. Por su parte, Blanton e{2899) definieron al esteroide promegestona
como un inhibidor no competitivo del AChR. Ademdsra identificar los dominios
implicados en la interaccién con el esteroide,izasdn estudios de foto-marcacién del
AChR con PH]promegestona, seguido por digestion proteolijfiggosterior secuenciacion,
determinando que la marca radiactiva corresporgliaalt esteroide estaba localizada
principalmente en el segmento transmembrana MMéaa expuesto a los lipidos. De esta
manera se establece que el esteroide promegestamairhibidor no competitivo del AChR
que podria alterar la funcion del AChR por interaces a nivel de la interfase-lipido
proteina. Utilizando la misma técnica, se obtuvieresultados similares con la sonda
[*"azidocolesterol, anélogo estructural del colestedmnde nuevamente la marcacion
principal ocurrio a nivel del segmento M4, aungamhién se evidencio cierta marcacion de
los segmentos M1 y M3 (Hamouda et al., 2006). Etralmajo de nuestro laboratorio (Garbus
et al., 2001) se analiz6 la accion de varios estesqnaturales y sintéticos) concluyendo que
mas alla de sus diferencias estructurales, todosdteroides evaluados actuarian como NCI

del AChR.
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Planteado sobre la base del cimulo de evidenca&atias en esta Introduccion, este
trabajo de Tesis consta de dos objetivos generldescuales estdn separados en dos
Capitulos para su mejor entendimiento. El Capiluksta orientado a definir en forma
fehaciente la localizacién de los esteroides yagcigrasos en el micro-entorno lipidico del
AChR en membranas nativas ricas en AChR dealifornica Para tal fin se utilizo la técnica
de FRET entre la fluorescencia intrinseca del A@QHR sonda Laurdan sobre preparaciones
de membranas nativas obtenidas de electrocitord@no eléctrico del elasmobranquio
Torpedo californica,(cominmente denominado raya eléctrica). El érgalgotrico es una
forma especializada de musculo esquelético quee tlancapacidad de generar grandes
voltajes (hasta 500 V en algunos casos) por unatusmpesimultanea de sus canales.
Constituye asi una fuente rica de AChRer lo que gran namero de analisis bioquimicos y
estructurales se han realizado a partir de reaptoslados de este tejido especializado en el

curso de las ultimas tres décadas.

El Capitulo Il tiene como objetivo general estudes cambios conformacionales que el
AChR experimenta en presencia de estas molécutas.e€ta finalidad, se utilizé la sonda
fluorescente cristal violeta (de la familia de lwgrilmetano), que muestra una mayor
afinidad por el AChR en estado desensibilizado @specto al receptor en estado nativo
(Lurtz & Pedersen, 1999). También se hizo uso deetesibilidad de la sonda fluorescente
Laurdan a la presencia de dipolos para estudiapdaBirbaciones que estas moléculas
altamente hidrofébicas ejercen sobre las carattardsbiofisicas de la membrana, y del
micro-entorno lipidico del receptor. Adicionalmenpara evaluar cambios conformacionales
del AChR a nivel transmembrana, inducidos por estakculas altamente hidrofobicas, se
purifico el AChR, se reconstituyé en un sistema eh@d posteriormente se marco con la

sonda maleimido-pireno. Fueron evaluados cambiok extincion de fluorescencia de la
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sonda maleimido-pireno, usando un acido graso r@steapin-marcado, inducido por la

presencia de estas moléculas lipidicas exdgenas.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Los especimenes deorpedo californicason obtenidos de la costa del Pacifico de
California (Estados Unidos), ejecutados por desmaethin y sus oOrganos eléctricos

disecados y conservados a una temperatura de hZ8& su uso.

La sondas fluorescentes Laurdan y maleimido-piferoon obtenidas de Molecular
Probes (Eugene, OR). La fosfolipasa (®LA,) fue obtenida de Boehringer (Ingelhein,
Alemania). Affi-Gel® 10 Gel y ditiotreitol proviemede BioRad. Lipidos sintéticos y acido
estearico spin-marcado (5-SLFA) fueron obtenidoswnti Polar Lipids, Inc (Birmingham,
AL). La proteinasa K se obtuvo de Promega (Madisti), El resto de las drogas usadas
(carbamilcolina, bromuro de bromoacetilcolina, esties, acidos grasos, etc) provienen de

Sigma Chemical Co (St. Louis, MO).

METODOS

1. Preparacién de membranas crudas y ricas en AChR dalifornica.

Para la obtencion de membranas ricas en AChR s& sij) protocolo detallado en
Barrantes (1982) con algunas modificaciones. Hildefle érgano eléctrico, almacenado a
-70°C, es descongelado gradualmente (a 0°C) eanmiasde buffer de homogenizacién (BH,
ver apéndice "Buffer"). Una vez descongelado, ptidees homogenizado utilizando un
homogenizador Virt!® (30 segundos, 30K, tres veces). El homogenatceesifigado a
5000 r.p.m. (rotor JA 17) durante 10 minutos. Hreaadante, filtrado utilizando una malla
de entrecruzado medio, es sometido a una segumd&iggacion a 15000 r.p.m. (rotor JA

17000) durante tres horas. El pellet obtenido sasgendido en BH conteniendo sacarosa
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(25-30%). La preparacion obtenida correspondetatédidad de las membranas plasmaticas
de drganos eléctricos, denominada preparacion aebna@as crudas. Para la obtencién de
membranas ricas en AChR, se realiza una nuevaifagation en un gradiente de sacarosa
(buffer de sacarosa: 50%, 35% y 30%; ver apéndicdfér"), sembrandose las membranas
crudas resuspendidas en sacarosa en la parte sugeligradiente. Los gradientes son

centrifugados 3 horas (usando un rotor SW-28) &@%5.m.

Una vez finalizada la centrifugacion se obtieness tfracciones de membranas,
denominadas superior, media, e inferior. Estascibaes ya han sido exhaustivamente
caracterizadas (Elliot et al., 1980). La fracciGpexrior posee una baja proporcion de AChR;
la fraccion media esta altamente enriquecida enRA@onvirtiéndola asi en la fraccion de

interés; mientras que la fraccién inferior practiemte no posee AChR.

Organo eléctrico de

T. californica L
Fraccion
l superior
: Membranas
Membranas crudas Fraccion | ricasen
media AChR
Fraccion
inferior

Cada una de las fracciones obtenidas es diluidavérees en buffer de fosfato 10 mM,
pH 7,4 y centrifugada a 45000 r.p.m. (rotor 70.1dUrante una hora, para lavar la muestra
de sacarosa. El pellet obtenido es resuspendidpgem volumen) en buffer fosfato 10 mM,

pH 7,4 obteniéndose asi las membranas ricas en ABh€ada fraccion de membrana
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(membrana cruda, fraccion superior, fraccidbn megifiaccion inferior) se les determina la
concentracion proteica mediante el método de Laetrgl. (1951), y la actividad especifica
por la unién dea-bungarotoxina marcada coff’, para determinar la eficacia del
fraccionamiento subcelular. Los valores de actididapecifica para la fraccibn media son
del orden de 2,0-2,8 nmol de sitiosadbugarotoxina por miligramo de proteina. La comect
orientacion del AChR en las vesiculas se determsigdiendo el protocolo de Harting &
Raftery (1979) por comparacion del numero de sititagles de unidon de-bungarotoxina en
presencia de Triton X-100 con el numero de sitiosogentacion correcta en ausencia de
detergente (ver también: Gutierrez-Merino et &#95). Una vez preparadas y caracterizadas,
las membranas ricas en AChR (fraccién media) sonathdas y almacenadas a -70°C hasta

su utilizacion.

Para las mediciones de fluorescencia, las membratzmsen AChR son suspendidas
en buffer de fluorescencia (ver apéndice) a unacemnacion final de 5Qug 6 100 ug
proteina/mL segun corresponda (@® o 0,4 uM, respectivamente), siendo la densidad

optica de la suspension de membrana menor a Od. paimizar la dispersion de luz.

1.1 AChR en estado desensibilizado

Cuando los experimentos fueron realizados con trasesle membranas ricas en
AChR en estado desensibilizado, se agrego6 carbalimédc(Carb) a una concentracion final
de 1 mM, con 15 minutos de incubacién previo aéggdo de la sonda fluorescente (Laurdan

o cristal violeta).
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2. Preparacién de soluciones de esteroides y acidasay.
Los esteroides cortisona y HC fueron disueltos w@ma solucion etanol/
dimetilsulféxido (DMSO) en una relacion 1:1 (vl esteroide 11-hidroxi-progesterona fue

disuelto en etanol/DMSO en una relacién 1:2 (v/v).

Todos los acidos grasos libres (AGL) fueron diaseén una solucion concentrada en
etanol, la que se gase0 copddda vez que se utilizd. Diariamente se preparsotuciones
diluidas de AGL, que se utilizaban en ese experimgnluego se descartaban. De esta
manera se tratd de controlar la calidad de los A&vitando el uso de muestras peroxidadas
(principalmente en el caso de AGL muy insaturadosspués del agregado de un esteroide o
un AGL, las muestras fueron incubadas 30 minutoa parmitir que la particion del mismo
en la membrana llegue a un equilibrio. En todoscksos la cantidad de solvente organico

gue se agreg6 a las muestras fue menor al 0,5%.

3. Digestion enzimatica de la porcion extra-memhrdel AChR por accion de proteinasa K.
La digestion de la porcidon extra-membrana del AC$R realizé siguiendo el
protocolo desarrollado por Gérne-Tschelnokow e(X394), con ciertas modificaciones. A
una suspension de membranas ricas en AChR en Ipuffirinasa K (ver apéndice "Buffer")
con una concentracion final de 1 mg/mL, se le adizil mg/mL de proteinasa K y se incubé

bajo agitacion a 37°C. Distintas alicuotas fuemmadas a distintos tiempos con la finalidad
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de obtener diferentes niveles de digestién proxteacelular. En cada muestra la digestion
fue detenida por la adicion de 1 mM PMSF y 0,5 MCN&\ continuacion las muestras
fueron agitadas una hora a 0°C para remover losgados peptidicos, luego diluidas 10
veces en buffer sodio fosfato (ver apéndice “BUffer finalmente centrifugadas a 45000
r.p.m. (rotor 70.1 Ti) durante 45 minutos. La caricacion proteica de cada muestra fue
determinada por el método de Lowry et al. (1951 il de degradacion fue calculado con
respecto a una muestra sometida a todos los pasaasencia de proteinasa K, que
representa el 0% de degradacidén. Con la finalidadnéntener una masa constante de
segmentos transmembrana de AChR en cada cubegagcoadicion de digestion contuvo la
misma cantidad de proteina inicial. De tal manak&inal del procedimiento de degradacion,
se obtuvieron distintos niveles de digestion poateisiendo el niumero de segmentos

transmembrana el mismo en cada condicion.

4. Produccidon endogena de AGL por accion de PLA
Para la produccion endogena de AGL se utilizé daiém de la enzima PLA
proveniente del veneno de la serpieiMaja naja Esta enzima hidroliza fosfolipidos

liberando como productos lisofosfolipidos y AGL.

PLA,
R, ]
© ) ? R;
d o — o) 0-P-Q +  )-oH
o 0-P-0 Rr& o X @
Ry~ o X 0
(0]
Fosfolipido Lisofosfolipido Acido graso

libre

Membranas ricas en AChR fueron resuspendidas aamentracion proteica final de

1 mg/mL en buffer de hidroélisis PlAver apéndice "Buffer”) en presencia de 1,5 unidade
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enziméticas de PLAy se incubaron a temperatura ambiente. Alicuotas deaccion fueron
tomadas a diferentes tiempos con el fin de obtahstintos grados de hidrdlisis de
fosfolipidos. La reaccion fue detenida diluyendonkaestra 10 veces con buffer de inhibicion
PLA; a 0°C y posterior centrifugacion a 45000 r.p.mtofrd0.1 Ti) durante 45 minutos.
Como control de la accion enzimatica de RL#cada muestra se le extrajeron los lipidos por
el método de Bligh & Dyer (1959), siendo los mismesueltos por cromatografia liquida en
capa fina (TLC, thin liquid cromatographf) como se explica a continuacion. Los extractos
lipidicos fueron secados bajo corriente de W resuspendidos en solvente organico
(cloroformo:metanol 2:1, v/v), realizdndose la difaracion de fésforo por el método de
Rouser (1970). A continuacion se sembré en unaaptec TLC comercial los distintos
extractos lipidicos y se realizd la separacion de componentes. El primer sistema de
solventes utilizado fue cloroformo/acetona/metartidfo acético/agua (30:40:10:10:5, v/v),
el cual corri6 hasta la mitad de la placa. El sdgusistema de resolucion fue una
composicién de solventes hexano/éter/acido acéi@al0:2, v/v), dejandolo correr hasta el
extremo superior de la placa. En la Figura 1 sel@apreciar que las muestras obtenidas a
distintos tiempos de incubacion con BlLAlaramente muestran un incremento de

lisofosfolipidos y AGL y una disminucion de fosfalios.
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Figura 1. Evaluacién de Ila

produccidon endoégena de &cidos

- grasos libres en membranas ricas
en AChR de T. -californica

<+«— AGL previamente incubadas con PLA

mediante TLC. Se estudiaron tres

condiciones experimentales:

L < Colesterol membranas nativas, membranas
con agregado de PLA e

inmediata inactivacion de la

enzima (tiempo cero) y luego de

20 minutos de accién enzimatica.

PE Los lipidos fueron visualizados
mediante revelado con acetato
cuprico 3% en una solucion de

«— PC acido fosforico al 8 %, seguido
<« .

LPE por calentamiento a 150°C por 10
. SM minutos. Se sembraron los
siguientes estandares: 1) acido

+— LPC . .
graso libre, 2) colesterol libre, y
3) extracto lipidico de higado de

memb t=0 min t=20min 1 2 3 rata.

control

5. Purificacion del AChR.

Preparacion de la columna

Se vertieron 8 mL de AffiGel® en una columna despit® (0,5 cm de didmetroy 5
cm de alto), y se lavo con 50 mL de agua desionifealidad miliQ) a 5°C, hasta eluir todo
el isopropanol. A continuacién el gel fue vertidow vaso de precipitado, se agregd 20 mL

de cloruro de cistamina (20 mg/mL), se burbuje6 oimdgeno gaseoso, se tapd con
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Parafim® y se agité suavemente (evitando el usagi@dor magnético) durante una hora a
5°C. Durante este periodo se produce la unién entalde la cistamina al gel, a través de sus
aminas primarias. El sobrenadante fue removido getlfue lavado con agua desionizada
miliQ (60 mL) a 5°C. Se agreg6 al gel 20 mL de sidln ditiotreitol (DTT), se burbujed con
nitrégeno gaseoso, y se agitdé suavemente a 5°€ pEstedimiento produce la reduccion de
la unién bisulfuro de la cistamina para dar comeultado sulfidrilos libres (-SH).
Seguidamente el gel fue colocado en la columnd, sluddo fue sometido al ensayo de
DTNB! para grupos -SH, dando positivo (color alieantenso). Luego la columna fue
lavada con agua miliQ para remover el exceso de.[3ETrealizé el ensayo de DTNB del
eluido hasta que la prueba di6é negativa, no debe aicolor amarillo, indicando que no hay
-SH libres. La columna fue lavada con buffer fasfatl M pH 7,4, y se tomd una muestra
del gel para realizar la prueba de DTNB, la cuddeddar positiva, indicando presencia de
SH-. Luego se agreg6 0,2 mg de bromuro de bromtzdeta, se cubrié con Parafim® y se
agitdé suavemente a 5°C durante una hora. Aqui edupe la unién covalente de la
bromoacetilcolina al gel por reaccion con los gaup8H. A continuacién la columna fue
lavada con exceso de agua miliQ. Se tomd una naudstrgel, y se realiz6 la prueba de
DTNB. Esta debe dar negativa, indicando que no dyaypos -SH libres, si todos han
reaccionado con la bromoacetilcolina. La columra lavada con buffer de almacenaje de
columna, el cual tiene un pH &cido para evitar spididrolice la uniéon de bromoacetilcolina

al gel y guardada a 4°C hasta su uso. Tipicamengda de la columna es de un mes.

! Prueba de DTNB0,33 mL de una solucién concentrada de DT¥B diluidos a 10 mL con buffer
sodio fosfato pH 8. Se coloca 1 mL de la solucidrvarios tubos de ensayo, a los que se les va
agregando 50 pL del eluido de la columna. Si lacédh vira al amarillo significa que hay presencia
de grupos -SH libres (prueba positiva) mientrassjum hay cambio de color (la solucién permanece
incolora) indica que no hay presencia de gruposli8Els (prueba negativa).
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Preparacion de columna de afinidad
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Purificacion del AChR

Membranas crudas dé. California (ver 1. Preparacion de membranas crudlas
fueron solubilizadas en buffer de solubilizaciéar(@péndice “Buffer”) en una concentracion
final proteica de 2 mg/mL, a 5°C durante 45 minuthsiego las muestras fueron
centrifugadas a 32000 r.p.m. (rotor 70.1 Ti) duranba hora, para descartar el material
insoluble. El sobrenadante fue cargado en la cadud® afinidad derivatizada haciéndolo
pasar dos veces a través de la misma a un flujorde/minuto (daCosta et al., 2002, 2004).
Asi, el AChR queda retenido en la columna de adichigor union a la bromoacetilcolina,

mientras que las otras proteinas son eluidas.

Con el objetivo de facilitar el completo intercambde lipidos endogenos por lipidos
definidos, la columna con el AChR unido fue lavamen un gradiente lineal de lipidos
(POPC:POPA:colesterol) (3:1:1) disueltos en buffier dialisis (ver apéndice “Buffer”)
conteniendo 1% de colato sédico. El gradiente cadaon una concentracion lipidica de
1,3 mM hasta llegar a un maximo de 3,2 mM y luegmnduir gradualmente hasta una
concentracion lipidica de 0,13 mM (daCosta et 2002). De esta manera se asegura un
intercambio lipidico total, reemplazando los lidenddgenos, por los lipidos sintéticos

exdgenos.

Luego, el AChR fue eluido de la columna con buffer elucion conteniendo una
concentracion lipidica de 0,13 mM. La elucion dé&ChR de la columna fue seguida por
medicién de la absorbancia a 280 nm, corresporal&etd absorcion proteica. Las fracciones
eluidas (0,5 mL) con un valor de densidad Optigaesor a 0,05 fueron seleccionadas y se

juntaron para formar un pool (fig. 2).
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Figura 2. Patrén de elucién de
una purificacién tipica Las
fracciones mostraron un valor
de absorbancianayor a 0,05 a

A = 280 nm (*) fueron

seleccionadas para formar un
pool, el cual Iluego fue

dializado.
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fracciones

Con la finalidad de eliminar el detergente colate k& muestra, la solucion
conteniendo AChR purificado fue dializada contralitno de buffer de diélisis con cinco
cambios, uno cada 12 horas, a 4°C. Al final deiddisis la concentracion de colato en la
muestra seria despreciable. La purificacion del RClue controlada mediante una
electroforesis de gel de poliacrilamida desnatzaalie con dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE, ver seccion siguiente) y la concentraciorigica fue determinada por el método de
Lowry et al. (1951). El resto de la muestra fuggtuéraccionada en volimenes discretos y

guardada a -70°C hasta su posterior uso.

Control mediante SDS-PAGE

Una alicuota de la muestra fue incubada con 10%cito tricloroacético (TCA)
durante treinta minutos. Luego se centrifugo di@zutos a maxima velocidad (14000 r.p.m.)
en una microcentrifuga. El pellet obtenido fue tav@rimero con una solucién de TCA 7,5
%, con incubacion de diez minutos, y luego cergafio a maxima velocidad. El dltimo
lavado fue realizado con agua destilada (caliddQiny centrifugado a maxima velocidad.
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El pellet obtenido fue resuspendido en buffer @ebra (Laemmli). Para corregir el pH se
agrego 1,5 pL de carbonato de calcio 1,5 M o 1,9 pd-base 1 M. La muestra se sembro en
un gel de acrilamida al 8% (concentracion apropjaala lograr la mejor resolucion de las
cuatro bandas del AChR). La electroforesis fueizada inicialmente a 40 V, 45 minutos, y
luego se incremento el voltaje a 60 V (aproximadamé hrs). En todo momento el voltaje
se mantuvo constante. Una vez finalizada la elfe@sis, el gel fue tefiido con una solucién
de Coomassie blue durante toda la noche. A cortidniae destifié el gel con una solucion
decolorante (ver apéndice “Buffer”) hasta visualilees bandas. Para aumentar la velocidad
de destefiido del gel, se agregd papel adsorbemi®.vdz destefido, el gel fue secado

utilizando un secador de geles BioRad® y luegoressado a alta resolucion.

A continuacion se muestra un gel tipico. La primeedle corresponde a los
marcadores de peso molecular. La segunda callespaomde a la muestra con AChR

purificado. La tercera calle corresponde a memisranas en AChR.

Gel de acrilamida al 8%

"ﬁ * % [ NK-ATPase

<+— subunidad
| <«— Subunidad
4_

subunidad3

32K: homélogo de la proteina transportadora de AD® de membrana mitocondrial; peso molecular: 3a.kD
34K: canal anionico dependiente de voltaje (VDAS®so molecular: 34 kDa.
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43K: proteina rapsina, asociada al AChR; peso mtdec43 kDa.
89K: canal clorhidrico dependiente de voltaje (Q)Cpeso molecular: 89 kDa.
NK-ATPase: subunidad de la ATPasa N&*; peso molecular: 95 kDa.

Pesos moleculares de las subunidades del AChR:

e a:40kDa.
* [:50 kDa.
* V.60 kDa.
e .65 kDa.

6. Marcacion del AChR con maleimido-pireno

La marcacion de las cisteinas transmembrana déRAQe realizada de acuerdo al
protocolo descripto por Li et al. (1990) y Naraysmami et al. (1993) introduciendo
pequefias modificaciones. Brevemente, el AChR gadf, concentracion final de 1 mg/mL
en buffer de solubilizacién fue incubado en pregede maleimido-pireno (1 mM) una hora
a temperatura ambiente, en completa oscuridad yearsuave agitacion. Posteriormente, la
solucion fue centrifugada a 32000 r.p.m. (rotorl70i) durante 30 minutos para precipitar
los agregados insolubles. El sobrenadante obtdn&ldializado contra un litro de buffer de
didlisis a 4°C, en permanente oscuridad, con ativoj de descartar los agregados que no
pudieron ser eliminados en el primer proceso. 8&zezon cinco cambios de buffer, uno
cada 12. Luego, la muestra fue separada en volisniseetos y guardados a -70°C hasta su
posterior uso. Como control del procedimiento deca@on, una alicuota de la muestra de
AChR marcado con maleimido-pireno fue sometida &-$BGE, y la marca de pireno fue
visualizada en un trans-iluminador de luz ultraetal (UV). La emision de fluorescencia
correspondiente a la sonda pireno fue coincidewmie la banda correspondiente a la
subunidady, confirmando una correcta y eficiente marcacionAdehR purificado, como se

demostré en los trabajos previamente mencionados.
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7.Mediciones de fluorescencia

Todas las mediciones de fluorescencia fueron @ddiz en un fluorimetro SLM modelo
4800, formato T, usando un rayo de luz polarizagidicalmente de una lampara Hannovia
200-W mercurio/xendn comun, polarizador Glan-Thoomp&-nm de apertura) y cubetas de
cuarzo de 2 mL y 0,7 mL segun se especifique. lngpéeatura de las muestras fue controlada

mediante un bafio de agua circulante con termo@taake, Darmstadt, Alemania).

7.1.Mediciones de Laurdan

La sonda fluorescente Laurdan, disuelta en etdnel,agregada a las muestras de
membrana ricas en AChR, antes o después de dsstmatamientos, segun se indique, dando
una concentracion final de Oy®1. Las muestras fueron incubadas una hora en oscld

temperatura ambiente (22 °C).

Laurdan |

T

I
O

7.1.aMediciones de fluorescencia mediante transfesedeienergia resonante de tipo
Forster (FRE7

El proceso de transferencia de energia resonantpalé-orster (FRET) implica la
transferencia de energia entre dos cromoéforostifalep croméforo, que actlia como donante
de energia, es excitado a una determinada longikudnda, coincidente con su maxima
absorcion. En estado excitado, cede energia agumde cromaéforo, denominado cromoforo
aceptor, en forma de energia resonante, a travé@seatacciones dipolo-dipolo (Lakowicz,

1999). Este proceso no libera energia, ni involumtisiones moleculares. Basicamente
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consiste en la excitacion inicial del donante alongitud de onda apropiada, la que produce
gue los electrones pasen desde el nivel de eneagé (9) a un estado excitado (a un nivel
de mayor vibracidon molecular). Estos electronesaa€eaapidamente a un nivel de energia
intermedio (9 y eventualmente vuelven a su estado de reposteado un foton. Bajo
condiciones de FRET existe una competencia entee agecaimiento, visualizado como
fluorescencia, y la transferencia de energia helcaéeptor (Lakowicz, 1999). El proceso de
FRET no esta mediado por la emision de fotonesgquiere que el cromoforo aceptor sea
fluorescente, aunque es una estrategia experimmangalnteresante si ambos cromoéforos son
fluorescentes. En este caso, el proceso de FREmasgfiesta por la extincion de la
fluorescencia del croméforo donante acompafadoupoincremento de la emisién de la

fluorescencia del cromdéforo aceptor.

Condiciones para que ocurra el proceso de FRET

Si bien muchas condiciones deben cumplirse paraeefpeoceso de FRET sea exitoso, las
principales son tres. En primera medida, los especte emisién del donante y de absorcion
del aceptor deben estar superpuestos. Un requatoraeicional es que el tiempo de vida del
donante en estado excitado sea suficiente para padsferir energia al croméforo aceptor.
Ademas, la eficiencia de la transferencia de eaeggonanteH), es decir la eficiencia del
proceso de desactivacion del donante en estadtagacitambién depende de la distancia
entre el donante y el aceptor, en una relacidoniaviersa de la sexta potencia, tal como se

indica en la siguiente ecuacion,

E=1/(1+r/R)°
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donde R o distancia de Forster, es la distancia entr@eandte y el aceptor a la cuallaes

del 50% vy r la distancia de separacion entre edpaante-aceptor. Las distancias de Forster
son generalmente del orden de 30-60 A, comparable®| tamafio de moléculas biol6gicas
y distancias intermoleculares funcionalmente ralee& Por tal motivo, la transferencia de
energia se ha utilizado como una “regla espectpica®d (Weber, 1952). Si la distancia es

menor a 1 nm, otros procesos fisicos de transfexelecenergia pueden ocurrir.

En los experimentos de FRET, si bien no es necegae la molécula aceptora sea
fluorescente, generalmente lo son. En estos cadog kbsorbida por la molécula donante y
transferida al aceptor se hace evidente en un d@onsnla emision de fluorescencia del
aceptor. El aumento en la emision de fluoresceoclactado experimentalmente presenta
"contaminacion”, contribucion proveniente de la €6n de fluorescencia de la molécula
donante (Figura 3), que al ser a menudo dificlidecar de la emision del aceptor, complica
el uso de intensidades de emision de fluorescgmoigenientes de este Ultimo en los estudios

de FRET.

De acuerdo con la teoria de Forster, una posibteeraade calcular I& es a partir de
la relacion entre dos intensidades de emision wdbcencia de la molécula donante de la

siguiente manera,
E=1-(/Ip)

dondel elp representan las intensidades de emision de floemesg del dadagn presencia y

ausencia de aceptor, respectivamente.

En este trabajo de Tesiscorresponde al maximo de emision de la fluoresaenc
intrinseca de la membrana, a 330 nm, dada primg@e por los Trp del AChR (51 en

total), que actuaron como cromoforos donantes @noeleso de FRET, siendo la longitud de
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onda de excitacidon 290 nm. La molécula aceptoremkrgia resonante utilizada fue el
Laurdan. Trabajos previos realizados en nuestrordatrio (Antollini et al, 1996; Antollini

& Barrantes, 1998) han demostrado que este parodedforos no solo retine las condiciones
basicas para que el proceso de FRET ocurra, siacademas constituye un par de FRET

sumamente ventajoso.
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Figura 3. Espectros de emisién de
fluorescencia de membranas derpedo

californica ricas en AChR en ausencia
(linea continua) o en presencia (linea
discontinua) de la sonda Laurdan. Las
membranas fueron excitadas a 290 nm y el

espectro de emision de fluorescencia fue

Intensidad de fluorescencia

registrado en el intervalo 300-500 nm.

I I I
300 350 400 450 500
A (nm)

Correccion del valor de | por efecto de filtro irme

Dado que las moléculas de esteroides absorbers dotgyitudes de onda de
excitacién/emision utilizadas en estos estudios, walores de intensidad se corrigieron

aplicando la siguiente formula,

leor =1 antilog {(D0290+ D0330)/2}

siendol la intensidad de emision de fluorescencia a 330ynB0,g0 Yy DOs30 las densidades

Opticas de la muestra a 290 y 330 nm, respectiviamen
Para cada condicion, la eficiencia de FRET fueutatta de la siguiente manera,
E= (1 -|/|0)|_ - (1 -|/|o)

dondelg el corresponden a las intensidades de fluorescemicialide la muestra y luego del
agregado de moléculas altamente hidrofobicas, tedeso esteroides y/o AGL, a una
determinada concentracion, respectivamente. Elndide L (Laurdan) indica que los
experimentos se realizaron en presencia de acefdgrel primer término de la ecuacion

explica la disminucién de la eficiencia de transf@ia de energia entre la fluorescencia
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intrinseca y Laurdan, por presencia de esteroid&is/Anientras que el segundo término
explica la disminucién inespecifica de la mismaggse no hay presencia de moléculas

aceptoras (Lakowicz, 1999).

7.1.b Calculo de la polarizacidén generalizada
La polarizacion generalizad&P) explota la capacidad de la sonda Laurdan de censa
la polaridad del ambiente en que se encuentrajdbse refleja en cambios en su espectro de

emision de fluorescencia.

Los valores d&sP se calcularon a partir de espectros de emisiditudeescencia de
Laurdan obtenidos por excitacion de las muestrdgsalongitudes de onda, 290 nm y 360
nm, obteniendo asi valores deP en condicion de FRET o de excitacion directa,
respectivamente. Indistintamente de la longitucodda de excitacion, el valor d&P fue

calculado utilizando la siguiente férmula,

GP = (l434 - lag0) / (1434 + l490)

siendo l434 € lagp las intensidades de emision de fluorescencia a @84y 490 nm,

correspondientes a la fase gel y a la fase liqoititalina, respectivamente.

7.2 Medicion de fluorescencia de la sonda cristalati@

La sonda fluorescente cristal violeta (CrV), déalailia de los triariimetano, muestra
una mayor afinidad por el AChR en estado desermilib respecto al receptor en estado de
reposo (Lurtz & Pedersen, 1999). Ademds, cuandgolada se encuentra en solucidon
practicamente no emite fluorescencia, mientrasuniga a una proteina (p. €. al AChR), e
independientemente de su conformacion, experimemtaaumento de la emision de

fluorescencia de 200 veces. Esto se debe a qumntta,scuando se encuentra en un medio
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liquido sufre un proceso de des-excitacion debildoliare rotacién de los sustituyentes arilo.
Al unirse al receptor, dos de los tres grupos amsogtituyentes de la sonda CrV
interaccionan con dos residuos glutamico de catlarsdado. Esta interaccion evitaria la

libre rotacion de los anillos produciendo un auroest la fluorescencia de la sonda. A su
vez, la union de la sonda con el AChR no se vdeetada por la temperatura (Arias et al.,

2005).

cristal violeta

La sonda fluorescente CrV se disolvio en bufferflderescencia (ver apéndice
“Buffer”), preparandose tres soluciones con diagntoncentraciones (M, 50 uM y 350
UM) las que se guardaron a -20°C hasta su uso emxpsrimentos de titulacion. Los
experimentos de titulacion con la sonda CrV coies@st en agregar la sonda CrV en
concentraciones crecientes a las muestras de measbracas en AChR (10Qug

proteina /mL), con una posterior incubacion de iftutos, antes de realizar cada medicion.

Los espectros de emision de la sonda CrV fueroenadds por excitacion a 600 nm,
recogiendo la emision entre 605 nm y 700 nm. Eliméxde emision de fluorescencia de

CrV fue registrado a 623-625 nm. Un espectro derdscencia inespecifico (basal) fue
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obtenido excitando las muestras en las condici@msriormente mencionadas pero en

ausencia de la sonda CrV.

Figura 4. Espectros de emision de
fluorescencia de la sonda CrV a
concentraciones crecientes, en
membranas d&orpedo californica

ricas en AChR. Las membranas

Crv

fueron excitadas a 600 nm y el

Fluorescencia

espectro de emision de

fluorescencia fue registrado en el

T T T -T intervalo 605-699 nm.
620 640 660 680

Longitud de ondaX)
nm

7.2.aTratamiento matematico de los registros de fluceesia obtenidos

Con la finalidad de determinar las constantes gecthcion (k) de la sonda CrV del
AChR, se graficaron los valores de intensidad dsiémde CrV a 623 nm en funcién del
logaritmo de la concentracion molar de la sondaespondiente a ese espectro. El perfil de
distribucion de los datos corresponde a una cugraddea, la cual fue ajustada a la funcion

de Boltzmann, y el Kcalculado.

Ecuacion de Boltzmann . Al —AZ
) 1+e (x—x0)
edx

Con la finalidad de controlar la union inespecifieala sonda CrV (Lurtz & Pedersen,
1999) se realizaron experimentos con membranasadeatcion inferior (fracciones de
membrana plasmatica deorpedo californicacarentes de AChR, obtenidas luego de la

separacion mediante un gradiente de sacarosafdetzOn de membrana plasmatica total).
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Tal como se observa en la Figura 16a, la sefiahi inespecifica de la sonda CrV resultd
ser significativamente menor a la obtenida en mands ricas en AChR, por lo que la union

inespecifica de CrV no produce cambios significatien el calculo del iKde la sonda.

7.3Medicion de fluorescencia de AChR marcado con mmédigi-pireno
Para la medicion de fluorescencia del AChR marcadalentemente con maleimido-
pireno, el mismo fue resuspendido en buffer derflscencia a una concentracion deug0

proteina /mL.

7.3.aExtincion de la fluorescencia del AChR marcado e@beimido-pireno por acrilamida
y por un acido graso “spin-marcado”

Los experimentos de extincion de fluorescenciadineealizados con muestras de
AChR purificado marcado con maleimido-pireno (BJmL), excitando las muestras a 345
nm (longitud de onda en la que ocurre la maximeor@id del pireno), y obteniendo
espectros de emision de fluorescencia en el raeg866& nm a 500 nm. El maximo de
emision de fluorescencia fue a 374 nm. Para coafimue la unién de pireno ocurrio en la
region TM del AChR, la muestra fue titulada conilaorida, un conocido extintor
hidrosoluble de fluorescencia, hasta una concedtrade 500 mM, evaluando tanto la
fluorescencia intrinseca del AChR como la fluores@de la sonda pireno. Mientras que la
intensidad de emision de la fluorescencia intriasge la membrana, correspondiente a la
presencia de triptoéfanos en la proteina recepg8@ (m) fue disminuyendo a medida que la
concentracion de acrilamida aumentaba, la emis@rlubrescencia correspondiente a la
sonda pireno (365 nm) se mantuvo constante, indecasi que el pireno se encuentra
localizado en la region TM, siendo inaccesible addlamida.
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7.3.bCambios en la extincién de fluorescencia de pinemopresencia de lipidos exégenos
Las muestras de AChR marcado con maleimido-pir@fqu¢/mL) fueron tituladas
con el esteroide hidrocortisona o con distintos AG&sta concentraciones de @ o 60
MM, respectivamente. A cada muestra se le agregdese@mente un acido estearico
5-spin- marcado, molécula hidrofébica que localizad grupo extintor (grupo nitroxido) a
nivel TM dependiendo su ubicacion de la posiciérgea esta unido a la cadena acilica del
acido graso. Luego de cada agregado, las muesgamfincubadas 30 minutos a 25°C antes
de la determinaciéon de la fluorescencia, para gergue la particion en la membrana del

acido spin-marcado llegue a equilibrio.

A partir de los datos de fluorescencia fueron bigs las curvas de Stern-Volmer de

acuerdo a la siguiente ecuacion,

lo/l =1 + Kev[Q]

dondelp y | corresponden a la emision de fluorescencia delRA@tarcado con pireno en
ausencia y en presencia de acido estearico 5-smicagn, respectivamente; ysKla

constante de Stern-Volmer, que representa una medie la concentracion del extintor de
fluorescencia en la vecindad del fluoréforo, lolgoermite obtener informacion topologica

de la ubicacion transversal de las distintas ciagemarcadas (Lakowicz, 1999).
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CAPITULO |

Para poder avanzar en la comprension del mecaniamaccion de los NCI del
AChR, de baja afinidad por dicho receptor y de daraaltamente hidrofdbico, inicialmente
estudiamos las posibles interacciones entre esioguestos exdgenos, especificamente
esteroides y AGL, y la proteina receptora. En psgtaer capitulo nos dedicamos a definir en
forma fehaciente la localizacién de los esteroidésidos grasos en el micro-entorno lipidico

del AChR en membranas ricas en AChRIdealifornica

RESULTADOS

1. Distintos esteroides se localizan en la interfdiggdo-AChR.

Se escogieron tres esteroides que, por mediotddi@s previos de electrofisiologia
realizados en nuestro laboratorio y en otros, daarosm ser NCI del AChR: cortisona,
hidrocortisona, y 11-hidroxi-progesterona (BouzaB&rrantes, 1993a; Garbus et al.; 2001;

Nurowaska & Ruzzier, 2002).

Para estudiar la interaccion entre el AChR vy ldaeregles fue utilizado el par de
FRET AChR-Laurdan, estrategia experimental previgemaplicada en nuestro laboratorio
para el estudio de la interaccion entre el AChRisgirdos AGL (Antollini et al., 1996;
Antollini & Barrantes, 1998; Antollini & Barrante£002). En dicho par, la fluorescencia
intrinseca del AChR actia como donante mientras lgusonda Laurdan lo hace como
aceptor. La eficiencia del proceso de FREJY dntre el donante y el aceptor esta relacionada
con la sexta potencia de la distancia presentee ertrbas moléculas (Lakowicz, 1999;

Materiales y Métodos). Mediante este método, usanigiucion en la eficiencia de FRET
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ocasionada por el agregado de moléculas exdgestaraides, o mas adelante, AGL)

evidencia un desplazamiento de la sonda Laurdamideb-ambiente lipidico del AChR.

A las membranas ricas en AChR de californica se les incorporé la sonda
fluorescente Laurdan y luego se procedi6 a laatiioh con concentraciones crecientes de un
esteroide en particular en cada caso. Luego de agaggado se obtuvieron espectros de
emision de la fluorescencia intrinseca de la pnateéd partir de los cuales se calculd la
eficiencia de FRET segun se explicé en Materialddyodos. La magnitud de la eficiencia
de FRET fue dependiente de la concentracion deoedteen todos los casos, observandose
una disminucion de la misma a medida que aumengabancentracion de esteroide en la
membrana. Se registré una aparente saturacionstiing cuando dicha concentracion llegé
a 600 uM (Figura 5). Al normalizarse los valoredalE obtenidos en presencia de esteroide
con respecto al obtenido en su auseri€ia { en la situacion control), pudo observarse que
la E disminuy6 en una forma sigmoidea al incrementaolacentracion de esteroide, lo que
sugiere una competencia directa entre la sondadhauwy el compuesto exdgeno agregado.
Sabiendo que en este sistema la distancia minifn@add@rp-Laurdan es de 14 A (Antollini
et al., 1996), estos resultados estarian indicgnecel esteroide desplaza a la sonda Laurdan
de una posicidon muy cercana al AChR, es decirjrdeto-entorno lipidicoA partir de las
curvas sigmoideas obtenidas pudo determinarsenizeotracion de esteroide que ocasiona el

50% de desplazamiento de la sondadp@bla 1).
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Figura 5. Cambios en la eficiencia de FRET norradliiz entre la fluorescencia intrinseca de
membranas ricas en AChR @ecalifornicay la sonda Laurdan luego del agregado de cantidade
crecientes del esteroide indicado. Los valore& ddtenidos en presencia del esteroide fueron
normalizados con respecto al correspondiente vatosu ausencia (100%). Los datos fueron
analizados mediante una curva sigmoidea. Cada mantesponde al promedio de seis 0 mas

experimentos independientes.
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Tabla 1 Calculo de la concentracion de desplazamiento @4 8e la sonda Laurdan (R{Ly del coeficiente
de Hill para los distintos esteroides estudiados. valores de D4 fueron obtenidos a partir de las curvasde
(Figura 5), mientras que los distintos coeficientes de Hiltalcularon a partir de las curvasBfe(Figura 6).

Esteroide DCso (UM)  coef. Hill
Cortisona 359,1 3,5
Hidrocortisona 367,2 2,9
11-hidroxi-progesterona 298,9 3,2

Se realiz6 un analisis mas exhaustivo de los datgmrtir de una curva dosis-
respuesta utilizando la ecuacion de Hill para aaalel parametro de unioBR, “binding
parameter’) de cada esteroide en funcion de la concentragéegada del mismo (Figura 6).
El parametrdP fue calculado asumiendo qiees inversamente proporcional al numero de

moléculas exdgenas localizadas en la interfasdoHAIChR, de la siguiente manera:
BP=E'-1

donde, aE* ,la inversa de I& normalizada y que representa la disminucién dg, lse le
resta una unidad para obtener un valoBékeigual a cero en ausencia de ligando (0 pM)

(Figura 6).

En todos los casos se obtuvo un valor de coefeidpet Hill mayor a dos unidades
para cada esteroide, lo que indica una unidn catparpositiva a mas de un sitio de unién

comun en la interfase lipido-AChR (Tabla 1).
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2. Distintos esteroides se unen a los mismos sitio$agnterfase lipido-AChR.

Dado que la disminuciéon de B causada por los distintos esteroides ensayados fue
similar, a pesar de sus diferencias fisicas y estgrimicas (Figura 5), a continuacion
estudiamos si dicha similitud seria consecuencik diecalizacién de estos esteroides en los
mismos sitios en la interfase lipido-AChR. Con dstalidad, se realizaron experimentos en
los cuales las membranas ricas en AChR fuerondaatgreviamente con un esteroide
(cortisona, hidrocortisona o 11-hidroxi-progesteomasta alcanzar su concentracion de
saturacion (600 uM), y luego se les agreg6 un shmgesteroide. El planteo experimental se

basa en la hipétesis de que si los distintos edegse unen a distintos sitios en la interfase
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lipido-AChR, al agregar el segundo esteroide (esiralmente diferente al primero) deberia
producirse una disminucién de Eaadicional a la producida por el primer esteroider el
contrario, si el segundo esteroide se localizaosmiismos sitios que el primero, no deberia

producirse una disminucion adicional ddé=la

0
\

_ @)
cortisona hidrocortisona 11-OH-progesterona

Formula quimica de los tres esteroides utilizad@smuestra la estereoquimica de

cada uno de los compuestos.

Los resultados obtenidos muestran que luego defjago de un segundo esteroide el
valor deE se mantuvo constante. Un mismo resultado fue amiecuando se agregaron
cantidades adicionales del mismo esteroide (FigQraDe esta manera, los esteroides

estructuralmente diferentes compartirian los missitass en la interfase lipido proteina.
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control
HC + HC
cort + cor
HC + cort
11-OH-P + HC
11-OH-P + cor:
cort + HC

! !
0.0 0.5 1.0 15

eficiencia de transferencia de energia
(normalizada)

Figura 7. Eficiencia de la transferencia de eneegiee membranas ricas en AChRTdealifornicay la sonda
Laurdan. Las membranas se incubaron con un pristercédde (HC, 11-OH-P, o cort) hasta la concentraci
de saturacion (600 pM). Luego se realiz6 una seginmibacion en presencia del mismo esteroide @rde
(300 puM) llegando a una concentracion final de @M. La barra control corresponde a membranas
Unicamente incubadas con el solvente vehiculozadib para solubilizar los esteroides (es decimdimdn de
maxima FRET entre la fluorescencia intrinseca yrnadéculas de Laurdan). Cada valor corresponde al
promedio de al menos a seis experimentos diferefMeshay diferencias estadisticas entre las dastint

condiciones experimentales.

3. Los sitios de unién de esteroides también son cartiggos por acidos grasos libres.

Se ha observado que diferentes esteroides y agide®s libres ocasionan efectos
similares de inhibicion de la funcionalidad del AZliinhibicibn no competitiva de baja
afinidad, ver Introduccion). Dado que ambos tipesnbléculas son altamente hidrofébicas,
se consider6 la posibilidad de que el sitio de@cde las mismas sea comidn a ambas. Para
estudiar esta hipotesis, membranas ricas en ACHR daifornicafueron incubadas primero
a concentraciones crecientes de acido araquiddfég (Figura. 8). La curva dosis-
respuesta obtenida fue ajustada a una curva sigaoal igual que lo realizado en estudios
con esteroides, obteniéndose un valor dgo@€ 8,1 uM. El andlisis de la misma indicé que

el sistema alcanza la saturacion a una concentraei@0 puM.
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Figura 8. Cambios en la eficiencia de FRET norradi entre la fluorescencia intrinseca de
membranas ricas en AChR de californicay la sonda Laurdan luego del agregado de cantdade
crecientes acido araquidénico. Los valores E@btenidos en presencia de acido graso fueron
normalizados con respecto al correspondiente vaforsu ausencia (100%). Los datos fueron
analizados mediante una curva sigmoidea. Cada puont@sponde al promedio de seis 0 mas

experimentos diferentes.

Para el estudio de la disminucion deEl@bservada a concentraciones crecientes de
AA agregado fue usado el mismo formalismo aplicpdra los esteroides, calculdndose el
parametro de unién y utilizando la ecuacion de Khig. 9). Se obtuvo un valor de
coeficiente de Hill de 2,2. La similitud en el pede los resultados obtenidos con AA y los
tres esteroides indicaria que ambos tipos de mlale@e unirian a sitios similares en la

interfase lipido-AChR.
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Con la finalidad de comprobar si estos sitios smnrhismos en los que se localizan
los distintos esteroides, se realizaron experinsed competencia entre estos dos tipos de
moléculas altamente hidrofébicas. Se agregaronettraciones crecientes de esteroide (en
este caso se utilizé HC como la molécula repretieatde los esteroides) o acido graso (AA)
a membranas ricas en AChR Tecalifornica hasta llegar a la concentracion de saturacion
(600 uM para el esteroide y 20 uM para el acide@raLuego se agregaron cantidades
crecientes del segundo tipo de molécula altamedteftibica. Independientemente del orden

de agregado de las moléculas, el valor final Elfue el mismo, es decir, los efectos

acido araquidénicouM)

Figura 9. Cambios en el BP
de AA en membranas ricas
de AChR deT. californica

Los valores fueron
analizados mediante la
ecuacion de Hill. Cada
punto corresponde al
promedio de seis 0 mas

experimentos

ocasionados por una y otra molécula no fueronvaditfFig. 10).
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control
AA + AA
HC + HC
AA + HC

HC + AA

I I I I I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

eficiencia de transferencia de energia
(normalizada)

Figura 10. Membranas ricas en AChR en presencidalglan (0.6 uM) fueron inicialmente
incubadas con AA o HC hasta llegar a la concerdraade saturacion (20 pM o 600 pM,
respectivamente). Posteriores agregados de AA o fH€on realizados en las distintas
combinaciones: AA + AA (+ 20 uM); HC + HC (+300 pMBA + HC (+300 pM) y HC + AA (+20
KM). La barra control corresponde a membranas esepcia de Laurdan, incubadas Unicamente con
el solvente transportador. Cada barra correspohd@omedio de al menos seis experimentos

independientes.

4. Estudio de la topologia de los sitios para estdes y acidos grasos en membranas ricas
en AChR.

Con el objetivo de profundizar en la localizacim los sitios comunes de unién de
esteroides y &cidos grasos en membranas ricas BR Ag@ realizaron hidrolisis enzimaticas
controladas de estas membranas utilizando la enpioginasa K. La proteinasa K es
hidrosoluble, por lo tanto, s6lo puede digerir pasciones del AChR expuestas al ambiente
extra-membrana mientras que las porciones hidroddbidel receptor (segmentos
transmembrana) y la porcién citoplasmatica quedategidas de su accién proteolitica.

Hucho et al. (1996) caracterizaron esta metodolsgiado en la actualidad ampliamente
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utilizada para generar membranas con distintosogrdd digestion de la porcion extracelular

del AChR.

La finalidad de este estudio fue determinar sidissintos esteroides y acidos grasos
interaccionan con el AChR a nivel de la regionsmmembrana, descartando la posibilidad de
gue sitios extracelulares del receptor estén imratios en la interaccion con esteroides y

acidos grasos libres.

De acuerdo con el porcentaje remanente de protddtemido luego de la digestion
con proteinasa K, las preparaciones de membrarmanfuggrupadas en distintos grupos:
100% (control), 80-60%, 60-40%, 40-30%, y menor @3 Ademas, la cantidad de
segmentos transmembrana (TM) por molécula de Laymek decir, el nimero de posibles
sitios de interaccién, se mantuvo constante enstéol® casos (ver Materiales y Métodos).
Esta clasificacion se realiz6 por comparacion coa preparacion de membranas ricas en
AChR que fue sometida a todos los pasos del prlmtggero que no fue expuesta a la

proteinasa K (100%, control).

El AChR deT. californica posee 51 residuos de triptéfano, de los cualese3l
encuentran en la regiéon extracelular, 19 en ladregitoplasmatica y sélo uno en la regién
TM, en la subunidadg (Trp*?, siendo este dltimo el que participa mas activemelel
proceso de FRET (Chattopadhyay & McNamee, 1991;olAmit & Barrantes, 1996;
Barrantes et al., 2000b). De esta manera, aunqperserian Trp extracelulares durante la
digestion, el proceso de FRET entre la fluoreseemtrinseca de las membranas ricas en
AChR y la molécula Laurdan se mantendria practicdengual si estos sitios estuvieran a
nivel TM. Efectivamente, hasta una digestion de% T se observaron cambios en el patrén
de disminucion de I& por presencia de AGL o esteroides con respects anembranas

control. Las membranas con un porcentaje de p@teimanente menor al 30% no mostraron
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un proceso de FRET, posiblemente debido a que dasiopes TM de la proteina se
encontrasen desorganizadas como consecuenciaedéeltsivo del proceso de digestiéon del
AChR. Este resultado es consistente con la infoidnague afirma que un 75% de la masa

del AChR es extracelular.

El esteroide HC fue agregado a los distintos gsuge membranas con diferente
porcentaje de digestion proteica yHdue determinada en cada caso. La Figura 11 muestra
los valores obtenidos deen presencia de HC a dos concentraciones, 600 00 y1M. Se
pudo observar que el valor deHdue similar para todas las muestras de membraysaidas,

sin encontrarse diferencias significativas entiasel

(normalizada)
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Figura 11. Eficiencia de transferencia de energimeemembranas d&. californica sometidas a
distintos grados de protedlisis controlada congimasa K y la sonda Laurdan, en presencia del
esteroide HC. Membranas con distintos grados dedliss: 0% (barras negras), 20-40% (barras
grises), 40-60% (barras gris claro) y 70% (bartasdas), en presencia de Laurdan, fueron incubadas
a distintas concentraciones del esteroide hidrizooa (600 puM y 900 pM). La barra control
corresponde a membranas incubadas unicamente wivehte utilizado para solubilizar a la HC.
Cada barra corresponde al menos a cuatro expeomentependientes. No hay diferencias

estadisticamente significativas.
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De manera similar, se realizaron estudios conidbdgraso AA a concentraciones de
20 pM y 35 pM. Al igual que los resultados obtesidon HC, los valores de obtenidos
con AA no mostraron diferencias significativas erlas distintas condiciones de membrana

(Figura 12).

(normalizada)
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Figura 12. Eficiencia de la transferencia de ereggitre membranas de californicasometidas a
distintos grados de protedlisis controlada conginasa K y la sonda Laurdan en presencia de
esteroides. Membranas con distintos grados de IEidr60% (barras negras), 20-40% (barras
grises), 40-60% (barras gris claro) y 70% (barréendas), en presencia de Laurdan, fueron
incubadas a distintas concentraciones del acidguat@nico (AA) (20 pM y 35 pM). La barra
control corresponde a membranas incubadas Unicamentel solvente utilizado para solubilizar al
AA. Cada barra corresponde al menos a cuatro erpatos independientes. No hay diferencias

estadisticamente significativas.

Esta serie de experimentos indica que mientras a@emga la integridad de los
segmentos TM, independientemente del grado de w@wén de la porcion extra-

membrana, se conservan los sitios de interacci@egsderoides y acidos grasos.
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Al igual que lo observado en membranas contr@esnantuvo la similitud entre los
efectos ocasionados por la presencia de esteroidesacidos grasos luego de ser digerida
gran parte de la porcion extracelular del ACARposteriorise estudio si dicho resultado se

debe a que ambas moléculas tienen una localizaorddn a nivel TM.

Con tal finalidad, se realizaron estudios de cdempea similares a los de la Figura 10
con muestras de membranas digeridas con protelka@D-60% y 60-40% de proteina
remanente). Los valores &eobtenidos con el agregado de 600 uM HC o de 20dpMA
no mostraron diferencias significativas entre elibson los valores dE obtenidos luego del
agregado de 600 pM HC mas 10 uM de AA ( 0 mas 2d0de HC) (Figura 13). En
consecuencia, estos resultados confirman que laateta de los sitios de interaccion se
conserva aun a alto grado de hidrdlisis de la poreixtracelular del receptor, manteniendo
las caracteristicas de su estado nativo y que éstdan similares para ambas familias de

lipidos.

Figura 13. Eficiencia de transferencia de

energia entre membranas de californica

sometidas a distintos grados de protedlisis

=
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Laurdan. Membranas con distintos grados de

o
o]

hidrélisis, 0% (barras negras), 20-40% (barras
e grises), 40-60% (barras gris claro) y 70%

(barras blancas), en presencia de Laurdan,
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o
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©
N

concentracién de saturacion (600 uM). Luego

eficiencia de transferencia de energia

se le agregaron 10 pM de &cido. La barra

o
‘?

control HC HC + AA control corresponde a membranas incubadas
Unicamente con el solvente utilizado para
solubilizar al AA o HC.
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5. Sitios para acidos grasos libres generados endégesrte en membranas ricas en
AChR.

Con la intencion de comprender mejor las caratiteaitsde los sitios para esteroides y
AGL a nivel TM, se procedio a estudiar la topologgaestos potenciales sitios de interacciéon
de los AGL con el AChR, tratando a las membranas RbA, a distintos tiempos. Esta
enzima hidroliza fosfatidilcolina y fosfatidiletalamina, liberando AGL del segundo carbono
del esqueleto de glicerol y produciendo lisofosfidolina. El proceso de digestion de la
membrana fue seguido mediante TLC y los productesoh visualizados luego de la

carbonizacion de la placa (ver TLC en Material®&ségodos).

Las membranas hidrolizadas con la BL#ieron incubadas con la molécula de
Laurdan con la finalidad de observar si se produng alteracion en la eficiencia de FRET
en funcion de la produccién de acidos grascsitu. En este sentido, si los AGL generados
enddgenamente se localizan en la interfase lipidtefma, cuando se agregan las moléculas
de Laurdan, posteriormente a la accién de RLlifenen que competir con estos AGL
endogenos, obteniéndose asi un valolEdmenor con respecto al control. La Figura 14a
muestra que l& inicial disminuye a partir de un minuto de hids@j obteniéndose una
disminucién del 25% a los 5 minutos, y del 27%s206 min de digestidén. Esta disminucion
de la eficiencia de FRET en funcion del tiempo rd¢atmiento con PLA o indirectamente,
en funcidn de la produccion de AGL enddgenos, iestadicando que los &cidos grasos
libres impiden, en parte, el acceso de moléculakadedan a la interfase lipido-AChR. El
hecho de que acidos grasos generad@stu compitan con las moléculas de Laurdan de un
modo similar a lo observado con acidos grasos exaseonfirma la presencia de sitios para

AGL a nivel TM, localizadndoselos en la interfagadb-proteina.
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Figura 14. Efecto de la fosfolipasa én la eficiencia de transferencia de energia enémmbranas ricas en
AChR y la sonda Laurdan. a) cambios en la eficeemi@nsferencia de energia en funcion del tiempo de
hidrélisis de fosfolipidos por accién de la PLA tiempo cero se obtiene un valor Be= 0,28 + 0,02.
Valores deE obtenidos a distintos tiempos de accién de la Plukron normalizados respecto Elen
tiempo cero. b) Cambio en la eficiencia de tramsfeia de energia en membranas ricas en AChR pre-
incubadas con PLAa distintos tiempos, en presencia de Laurdan,badas con 15 pM de AA. Los
valores deE obtenidos a distintos tiempos de hidrdélisis fuenmmmalizados con respecto al varen

ausencia de AA. Cada barra corresponde al pronteda menos cuatro experimentos independientes.

Se realizaron experimentos adicionales con laifladl de determinar si los AGL
enddgenos y exdgenos comparten los mismos sitite iaterfase lipido-proteina. Para ello,
se incubaron membranas tratadas con Pd Aistintos tiempos con 15 uM de AA y luego se
midi6é la eficiencia de FRET (Figura 14b). Es dese disefid un experimento con la
intencién de poder evidenciar si existia competeantre los dos tipos de AGL por sus sitios
de interaccion a nivel TM. Los resultados obtenimhoican que mientras una adicién de AA
a las muestras control (sometidas a todos los giméentos de preparacion de muestra pero
en ausencia de PLAproduce una disminucion deHla(resultado semejante al presentado en

la Figura 8), cuando el tiempo de exposicion a PaAmenta, la magnitud de disminucién
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causada por la adicion de AGL exdgenos disminuy@] aunto que a los 20 minutos de
exposicion el agregado de AGL exdégenos no produeedisminucion adicional de B
Dichos resultados se explicarian considerando digegpos cortos de accion de la RlLAos
AGL generadosn situ no alcanzan a saturar los sitios y por tanto, tampogran un
méaximo desplazamiento de la sonda Laurdan del reictorno lipidico del AChR. Asi, la
saturacion de estos sitios con el maximo desplazdmide la sonda aceptora de
fluorescencia y la minim& recién se logra cuando posteriormente se agredah A
exdgenos. Sin embargo,naedida que el tiempo de reaccidbn aumenta, quedeatla mas
cantidad de AGL enddgenos y consiguientemente rlegaaturar los sitios en la interfase
lipido-proteina ocasionando la méaxima disminuciéosilple del pardmetroE. En
consecuencia, un posterior agregado de los AGLenax al localizarse en los mismos sitios
y si bien desplazan efectivamente alguin AGL enddgée su sitio, no producen una

variacion en el efecto medido.

6. La disponibilidad de los sitios de interaccion camléculas hidrofébicas se modifica en
el estado desensibilizado.

Segun se indicara en la Introduccién de esta Tesi\ChR en la membrana se
encuentra en un equilibrio dindmico entre distinessados conformaciones, estando su
permanencia en uno u otro estado condicionadaipaincente a la presencia de agonista.
Por lo tanto, por exposicidn prolongada a agoneitaAChR pasa del estado R (activo) al
estado D (inactivokituacion fisiolégica normal en una sinapsis quén@n la que se produce
una descarga masiva de acetilcolina provenientetatadinal axénico (ver Introduccién)
hacia la membrana post-sinaptica. Los estudios radist hasta aqui corresponden a la
existencia de sitios para AGL y esteroides entkrfase lipido-proteina, estando el AChR en

estado R. A continuacion se estudié si la intetac@ntre los AGL, o esteroides, con el
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AChR se veia modificada al pasar del AChR al estadBor tal razon, se evalué el efecto
ejercido por el agregado desteroides y AGL a membranas en presencia de 1 &M d
carbamilcolina donde el AChR esta mayoritariameate estado D. Se observd una
disminucién de I& similar en ambos casos (Figura 15), pero menastynth a la obtenida
en membranas con el AChR en estado R (Figura Ibgske caso, el efecto de esteroides y
acidos grasos libres no puede ser descripto pocunva sigmoidea, como la que se obtuvo
cuando el agregado se realiz6 en membranas rica€eR deT. californicacon el AChR en

estado R, sino por una recta de pendiente suageré-is).
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Figura 15. Eficiencia de transferencia de energimeemembranas ricas en AChR y la sonda
Laurdan, en membranas ricas en AChR con el recaptoel estado conformacional de reposo
(simbolo blanco) o en el estado desensibilizadol{sio negro). Se lleg6 al estado desensibilizado
del AChR incubando las membranas con carbamilcoflhanM) previo a las mediciones de
fluorescencia. La Figura muestra los cambiogdeembranas ricas en AChR de californicapor
agregado de a) hidrocortisona o b) acido araquiddrCada punto corresponde al promedio de al

menos ocho experimentos independientes.

Estos resultados sugieren que segun el estadoromdmnal del AChR, los sitios

para los AGL y esteroides no son igualmente aclessilguedando mucho mas expuestos en
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el estado R. Por otro lado, también indicarian lggeestados conformacionales del AChR
(estado R y estado D) estan acoplados a cambidsromactionales globales de la proteina
gue afectan también las regiones de interacciddoHAChR. Finalmente, estos resultados
demuestran una alta sensibilidad de los ensayoSRIET con la sonda Laurdan para

discriminar entre ambos estados conformacionaleACieR.
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DISCUSION

Estudios previos realizados en otros laboratoyiad nuestro han demostrado que
esteroides estructuralmente distintos y acidos ogralibres con diferente grado de
insaturacién y de longitud de cadena, actian co@bdg¢l AChR (Andreasen & McNamee,
1980; Valera et al., 1992; Bouzat & Barrantes, 1838 1996; Garbus et al., 2001; Garbus et
al., 2002; Nurowaska & Ruzzier, 2002). De las msch@obtesis posibles que intentan
explicar su mecanismo de accién, la mas factibtegeaser aquella que sugiere la inducciéon
alostérica del AChR, por accion de las moléculatrafidbicas, hacia una conformacion

imposibilitada de conducir iones.

En esta primera parte del trabajo de Tesis sethdiado la interaccién de esteroides
0 AGL con las membranas nativasTecalifornicaricas en AChR. Para esto se determing la
eficiencia de la transferencia de energia entfldmescencia intrinseca de la membrana y la

sonda fluorescente Laurdan por el proceso de FRET.

Trabajos de nuestro laboratorio (Antollini et @996) han caracterizado al par
triptéfano-Laurdan como una “buena” pareja donaueptor en el proceso de FRET. Para
dicho par, se determin6 una distancia de Forst&ldel A, y una distancia minima entre el
donante y la sonda aceptora de 14 + 1 A, la cuaésponde al diametro de la primera capa
de lipidos asociados al receptor, denominados d#pidnulares o lipidos "fronterizos"
(Barrantes, 2003, 2004). Utilizando la eficienceaRRET entre la fluorescencia intrinseca de
la proteina y la molécula de Laurdan se describiprésencia de sitios de interaccion para
moléculas de colesterol (sitios no-anulares) ysofara fosfolipidos (sitios anulares) en
membranas nativas de californicaricas en AChRAntollini & Barrantes, 1998), pudiendo
localizarse las moléculas de AGL en ambos sitiasstd?iormente se demostré que la

accesibilidad de los AGL a ambos sitios no esticiehada con la estructura de los mismos,
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ya sea por el numero de atomos de carbono o pgradb de insaturacion (Antollini &

Barrantes, 2002).

Los tres esteroides utilizados en el presenteajwabueron seleccionados de una
amplia serie de esteroides estudiados por elesittafgia en nuestro laboratorio (Garbus et
al., 2001) por mostrar un alto poder de inhibicitenla funcion del AChR. El agregado de
cantidades crecientes de esteroides a las memhmatiaas provocaron una disminucion de
la E, la cual se ajusté a una curva sigmoidea, indigamth competencia directa entre la
sonda Laurdan y las moléculas de esteroide (Figur@ealizando un andlisis mas profundo,
se determind la existencia de mas de un sitio coemiel AChR (Figura 6). Los estudios de
competencia entre dos esteroides distintos indicajoe a pesar de sus diferencias
estructurales, los tres tipos de esteroides eneay@dmparten los mismos sitios de
interaccion en la interfase lipido-AChR, ya queagtegado de un segundo esteroide a
membranas saturadas con un primer esteroide nm@yoyna nueva disminucion de Ba
(Figura 7). En este sentido, experimentos similegakzados con el &cido graso araquiddnico
y el esteroide hidrocortisona indicaron que ambpest de moléculas, estructuralmente

diferentes, también comparten sitios semejantéas ieerfase AChR-lipido (Figura 10).

Con la finalidad de avanzar en el conocimientdadpografia de estos sitios, las
membranas nativas de californicaricas en AChR fueron tratadas con la proteinasasta
proteasa hidrosoluble hidroliza uniones peptidid@snanera no especifica, accediendo, en
este sistema, Unicamente a las porciones extracetuiel AChR (Gorne-Tschelnokow et al.,
1994; Dreger et al., 1997; Méthot et al., 2001)eSedi6 el proceso de FRET en membranas
sometidas a distintos grados de digestion, en peesee esteroides o de AGL (Figuras 11y
12). Los resultados obtenidos indican que hasta digestion del 70%, los valores de
variacion de l&E fueron similares a los obtenidos con membranasrao¢sin hidrolizar).

Teniendo en cuenta que el AChR es una proteina ef@bnana con un gran dominio
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extracelular, un 70% de digestion indicaria unardfisis extracelular casi completa,
consistente con datos que indican que la masa@eRAocalizada por fuera de la membrana
seria de 70-75% respecto del total (Gorne-Tschelwoét al., 1994; Dreger et al., 1997;
Méthot et al., 2001). La observacion segun la daslsitios para esteroides y AGL se
conservan en el AChR, aun en membranas con unatidigeexhaustiva (del 70%), sugiere
una localizacion de los mismos en la region TM gue conservaria su forma intacta. Esto
esta avalado por datos de crio-microscopia elécadMiyazawa et al., 2003; Unwin, 2005)
de acuerdo con los cuales los 20 segmentos TM @#lRA(4 por cada subunidad) estan
dispuestos en tres anillos concéntricos y estaloitiz principalmente por interacciones
proteina-proteina y proteina-lipidos (Barrantes€)320Xu et al., 2005). Estos resultados
descartan la posibilidad de la existencia de sipasa esteroides o AGL en regiones
extracelulares de la proteina que mediante un nsman alostérico ocasionen el

desplazamiento de las moléculas de Laurdan deddase lipido-AChR.

En las células ocurre una constante produccio®@e enddgenos, atribuyéndose
distintos roles a dicho fendmeno. Mas aun, bajatase condiciones patoldgicas, y
particularmente en neuronas, la cantidad de AGlogedo puede aumentar drasticamente,
hecho que puede interpretarse como un mecanismeed®proteccién (Lauritzen et al.,
2000; Blondeau et al., 2002; Buckler & Honore, 200&8unque no se ha logrado una
explicacion consensuada del modo de accion de ismos sobre los distintos canales
idnicos afectados (Ordway et al., 1991; Petrod.efl895). Los experimentos realizados con
membranas nativas de californica previamente incubadas con PL8emuestran que los
AGL generados enddgenamente se localizarian @s sié interaccidon en la interfase lipido-
proteina, al igual que los AGL agregados exdgentan@igura 14). Cuando las membranas
fueron previamente tratadas con BlLAas moléculas de Laurdan experimentaron un

impedimento para localizarse en dichos sitios. Adlenios AGL exdgenos compitieron en
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forma efectiva con los AGL generados endégenamenteestos mismos sitios, dando asi
mayor sustento a la presencia de sitios para AGh ezgion TM del AChR. Estos resultados
contribuyen a describir el mecanismo de modulaejércido por los AGL sobre el AChR u

otros canales idnicos.

Dos sitios distintos han sido descriptos en larfase lipido-proteina del AChR (como
asi también en la E4Mg** ATPasa) en sistemas modelos, a saber, los sitidaras y los
sitios no-anulares. Los sitios no-anulares compgad espacios entre las hélice3M de
las subunidades y también entre las distintas sdddes de proteinas multiméricas (Lee,
2004). Se ha observado que los lipidos no-anulamesstran una alta interaccién con
proteinas, siendo esenciales para su correctadfur(eictualmente se los denominan co-
factores lipidicos). La tasa de intercambio ent® lipidos no-anulares y el resto de los
lipidos de la membrana no ha podido ser determjnaeta se supone que es relativamente
baja, mucho menor a la observada para el intercaetiiire los lipidos anulares y los del
resto de la membrana, como resultado de la alecdgpdad de interaccion entre los lipidos
no-anulares y la proteina (Lee, 2004). Por otra,ldds moléculas lipidicas en los sitios
anulares parecerian interactuar con proteinas defarma menos especifica (Lee, 2004),
siendo en el caso particular del AChR alta la tesatercambio lipidico entre la capa anular
y el resto de lipidos de la membrana (Marsh y Béess 1978; Ellena et al., 1983;
Mantipragada et al., 2003). Considerando la diferestabilidad de las moléculas lipidicas
por ambos tipos de sitios, se infiere que en daridli la localizaciéon de AGL y esteroides en
los sitios no-anulares se reflejaria en la faseiahidel decaimiento de Ik, tal como se
observa en la Figura 5 para el caso de los edesroy en la Figura 8 para el caso de AGL. El
decaimiento lineal final de |& podria reflejar asi la difusién y dilucion lenta éstas
moléculas lipidicas exégenas entre la zona dedspahulares y el resto ttes lipidos de la

membrana (Figura 15 a y b). Resultados previosudstro laboratorio también sustentan esta
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observacion (Antollini & Barrantes, 1998) ya quepl@sencia de cantidades crecientes de
PC, lipido anular, produce un pequefio decaimienéal de laE, mientras que un lipido no-
anular como el colesterol causa una marcada dismimunicial de laE y luego, con la

subsecuente saturacion del sistema, una leve disiimlineal.

Los resultados presentados en este primer capléultesis contribuyen a una vision
mas detallada de la interfase lipido-AChR, poniepddticular atenciéon en los sitios de
localizacion de distintas moléculas lipidicas. Atijpale estos resultados, se puede expandir
el concepto original de la existencia de dos clasgtitas de sitios para el colesterol y los
fosfolipidos, ambos accesibles a los acidos grg&sowllini & Barrantes, 1998), para incluir
la idea de que distintos esteroides, estructurdkndiferentes, también pueden acceder a los
mismos. Este nuevo concepto diferencia la localizadel colesterol y de los esteroides, que
aunque son moléculas estructuralmente relacionagtas, funcionalmente distintas. La
apertura del canal, inducida por la union de doséoutas de agonista, necesariamente
requiere de la presencia de colesterol (Criadd.,e1282; Baenziger et al., 2000; daCosta et
al., 2002), mientras que los esteroides se compadano NCI del receptor. A su vez, las
moléculas de colesterol y los esteroides posedimtdis afinidades por el AChR (Barrantes,
2004). Mas aun, en sistemas modelo se ha demogsjtajanientras la mayor parte de los
esteroides son desestabilizadores de dominiosdgsdlas moléculas de colesterol y 25-
hidroxi-colesterol promueven la formacion de dicldasninios (Wenz & Barrantes, 2003).
La principal diferencia estructural entre estas dases de moléculas se encuentra a nivel de
la cadena lateral de seis carbonos. Dicha difemegstructural podria estar involucrada en la
capacidad de los esteroides de acceder a ambgsdipsitios en la interfase lipido-proteina
(sitios anulares y no-anulares), mientras que kesterol sélo se localiza en uno (sitios no-
anulares). Esta conclusién estaria respaldadeesuitados obtenidos mediante la técnica

cinética de Stopped-flow" utilizando deteccién de fluorescencia, que indicae tanto
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moléculas de colesterol como analogos estructursdesocalizan en la interfase lipido-

proteina (Addona et al., 1998).

Un resultado importante y atractivo es la rela@dtre la presencia de estos sitios y el
estado conformacional del receptor. Cuando el A€hRstado R en membranasTagpedo
fue dirigido hacia el estado D, su relacidén conlipslos de la interfase cambié (Figura 15 a
y b). En estado D, la disminucion deHaor el agregado de lipidos exdégenos fue levealine
y monétona; mientras que en estado Rg Bisminuyd en forma dréstica, ajustandose a una
curva sigmoidea. Si se asume que el primer decaimie |aE obtenido con el receptor en
estado R corresponde al desplazamiento de la dosglalan de los sitios no-anulares, la
ausencia de este decaimiento cuando el AChR estdtado D sugeriria que los sitios no-
anulares de la interfase lipido-AChR ya no est&padtiibles para estos lipidos. Por lo tanto,
cuando el AChR se encuentra en estado D, las matéexndgenas solo pueden localizarse en
los sitios anulares del AChR, desplazando a lagecntds de Laurdan de estos sitios, pero el
rapido intercambio de la sonda fluorescente endipidos anulares y los lipidos del resto
de la membrana evita un decaimiento sustanciah &e lLa explicacion mas sencilla para la
diferencia del perfil de desplazamiento de la sdraladan por parte de los esteroides y los
AGL de la interfase lipido-proteina entre ambosd@s$ conformacionales del AChR estaria
basada en una disminucion de la eficiencia porepdd estos lipidos exdgenos para
localizarse en dichos sitios. Esto podria explepensando en que en el estado D, los sitios
no-anulares ya no se encuentran tan expuestostalde la membrana y por tanto se dificulta
la llegada a los mismos, principalmente considesdadnformacién estructural del AChR a
4A de resolucion, donde los sitios no-anulares jpodcorresponder a hendiduras entre los
segmentos TM (Unwin, 2003). Asi, una consecueneidadtransicion conformacional del
estado R al estado D del AChR podria ser el reglarrde la region TM, generando una

oclusion total o parcial de los sitios no-anulageda interfase lipido-proteina, o simplemente
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cambiando la topologia de la region TM del AChRalenanera que disminuye la eficiencia

de los lipidos para acceder a dichos sitios.

En la Introduccion se detallé la intima relacigtisgente entre los lipidos de la
membrana y la funcion del AChR. Se observd queaditimcion estd afectada tanto por
cambios en la composicion lipidica de la membraeefziger et al., 2000; Criado et al.,
1984; Sunshine & McNamee, 1994) como por la presewe lipidos y moléculas
hidrofébicas exdgenas (Valera et al.,, 1992; Bowdarrantes, 1993a, b; Garbus et al.,
2001; Nurowaska & Ruzzier, 2002). Ademas, mutasgoer el segmento M4 del AChR
también han demostrado tener capacidad para mddulancionalidad del AChR (Lee et al.,
1994; Lasalde et al., 1996; Ortiz-Miranda et &91; Bouzat et al., 1998; Tamamizu et al.,
1999, 2000). Los estudios presentados en el capitld este trabajo de Tesis evidencian que
ciertas moléculas lipidicas endodgenas, como tamiaéuellas exdégenas con alta
hidrofobicidad, pueden entrar en intimo contacto los segmentos TM del AChR, dominios
proteicos alejados tanto del sitio de unién al &jarcomo del poro del canal, sugiriendo que
tal region TM podria participar en la modulaciénl@éuncion del AChR. En este sentido, los
segmentos M4 de las subunidades del AChR funcemardmo un dispositivo sensible al
micro-ambiente lipidico del AChR, liberando unaaedi los segmentos M2 que conforman
el canal idnico. Esta sefial podria ser iniciadadgarduccion de cambios en la topografia del
anillo externo (M4 de todas las subunidades) y ptiimo, causando un cambio
conformacional en todo el receptor (Xu et al., 208& propone entonces que los esteroides
y los AGL inducen o contribuyen a este fendmenopeturbar sitios no-anulares. Este
mecanismo difiere del ejercido por otro grupo dd,Nidqueadores de canal, que no inducen
cambios conformacionales en el AChR. El siguiemfgitalo de esta Tesis se focaliza en el

estudio de los posibles cambios conformacionaleA@BR inducidos por estas moléculas.
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CAPITULO I

Con la intencién de avanzar en el estudio de laci@h entre los lipidos de la
membrana y el AChR, centrdndonos en la interrefaciél AChR con su micro-entorno
lipidico, y con las posibles alteraciones de larexa comunicacion lipido-proteina
ocasionada por la presencia de moléculas ex6genaticko micro-entorno (capitulo 1),
estudiamos los estados conformacionales del ACHdR gfectos mediados sobre su funcion

por moléculas inhibitorias.

RESULTADOS

Se discriminé entre los estados conformacionalg<DRlel AChR mediante el uso de
la sonda fluorescente cristal violeta (CrV). LugtZPedersen (1999) demostraron que dicha
sonda muestra una mayor afinidad por el estadooooational D del AChR respecto al
estado conformacional R. También cuantificaronsitiss de union de CrV por molécula de
AChR, determinando que la estequiometria de un®rde 1:1. Una caracteristica muy
interesante de esta sonda es que evidencia un tueha emision de fluorescencia (200
veces) cuando se encuentra unida a proteinas. ddstento se debe a que cuando se
encuentra en un ambiente acuoso, la sonda sufpeogaso de des-excitacion debido a una
rotacion concertada de los tres anillos arilo (Duryb 1993). La unién al AChR evitaria
dicha rotacién, impidiendo este mecanismo de degaexdn, resultando asi en un aumento
en la emision de fluorescencia. Mediante estudéogidamica molecular utilizando AChR de
Torpedo marmoratdPDB ID: 2BG9) en estado de reposo (Unwin, 2085igs et al. (2006)
determinaron que dos de los tres grupos amino qaeepla sonda CrV entran en contacto

con residuosi1-GIu?®? localizados en el anillo extracelular (posiciér)afel poro i6nico. El
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intensidad de

tercer grupo amino se encuentra hidratado por mlagde agua. Ademas, se determiné que

la union de la sonda es insensible a cambios deetiettura (Arias et al., 2006).

1- Caracterizacion de los estados conformacionalesAChR de membranas.

Primeramente se estudi6 si el estado inicial kgl D del equilibrio conformacional
del AChR podian ser resueltos por titulacion cosoiada CrV en membranas ricas en AChR
de Torpedo californicalLas curvas que se obtuvieron relacionando langidad maximale
emision de fluorescencia de la sonéla,= 623-625 nm) en funcion de la concentracion de

CrV presentaron marcadas diferencias entre lastragesn presencia y ausencia de agonista

(Figura 16).
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Figura 16. a) Intensidad de fluorescencia de ladad@rV en membranas ricas en AChR Tdecalifornica en
ausencia (estado R) o presencia (estado @) de agonista (1 mM), en funcion de la concentracé CrV
agregada.A, membranas de correspondientes a la fraccidnianfdel gradiente de sacarosa, las cuales estan
desprovistas de AChR. La fluorescencia se midi@&im en cada concentracion. b) A partir del aisatle los
datos utilizando la ecuacién de Boltzmann se obtowi los valores de Kpara cada estado conformacional (ver

seccidn Materiales y Métodos).
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El ajuste de las curvas obtenidas a la ecuacioBaltzmann permitié obtener los
valores de I§ de la sonda CrV para ambos estados. Mientras aaegbh estado de reposo el
valor de K obtenido fue de 3786 83,1 nM, en presencia de agonista, este valorinigm
a 40,5+ 9,2 nM. Estos valores coinciden con los resultastdenidos por Lurtz & Pedersen
(1999), los cuales indican una afinidad aproximaslas diez veces mayor de la sonda por el
estado D (Fig. 16 b). Es decir, la diferenciaetds valores de iKpermite discriminar entre
los estados conformacionales R y D sin ambigledadessi utilizar esta medicion para
evaluar el estado conformacional del AChR en ladirdas condiciones experimentales

estudiadas.

2- Los esteroides inducen un cambio conformaciodal AChR.

Con la finalidad de evaluar si la presencia deeregtes afecta el equilibrio
conformacional del AChR, se incubaron membranaasren AChR dd&. californica con
distintas concentraciones del esteroide cortison@mcortisona (de 100 puM a 600 uM). En
cada muestra los esteroides fueron agregados d®a feecuencial, con intervalos de 30
minutos de incubacién entre cada uno, hasta llegda concentracion final deseada.
Posteriormente, las membranas fueron separadassepothlaciones. Una correspondio a la
muestra que en condicién control, sin moléculagayta, posee al AChR en estado R. La otra
fue incubada durante 15 minutos con Carb, un aggodid AChR, a una concentracion final
de 1 mM, obteniéndose una muestra que en condmidirol, sin molécula agregada,
corresponde al AChR en estado D. A continuaciérhaammuestras fueron tituladas con la

sonda CrV.
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Membranas ricas
en AChR

Agregado secuencial de Titulacion con

/ moléculas lipidicas exdgenas |6 Crv
vehiculo (condicion control)

\ 4

Membranas ricas en AChR + moléculas lipidicas

Membranas ricas exdgenas. Condicion control, AChR en estado R.

en AChR +
moléculas lipidicag
exogenas Membranas ricas en AChR + moléculas lipidicas
exdgenas + Carb. Condicion control, AChR en eskado

Carb

Titulaciéon con
CrVv

Las curvas de emision de fluorescencia de CrV dadisren presencia de esteroide (y
ausencia de agonista) se desplazaron, en formadiepée de la concentracion del esteroide,
hacia la curva correspondiente al estado deseamaithd del AChR (Figura 17). Por otro lado,
las curvas obtenidas en presencia de agonista traran diferencias entre las muestras

control y las incubadas con esteroides a las thsticoncentraciones.

Figura 17. Intensidad de fluorescencia de la
sonda CrV membranas ricas en AChRTde
californica incubadas con distintas
concentraciones de HC y en ausencia
(simbolos negros) o en presencia (simbolos

blancos) de 1mM de Carb. Concentraciones:

intensidad de fluorescencia
(normalizada)
o
D
]

0.4 0 UM (e,0); 100 uM @,o); 200 UM (A ,A);
400 pM (v,0); 600 uM #,0). Cada valor
0.2+
corresponde al promedio de cuatro o mas
s 1 experimentos independientes.
0.0 -85 -80 -75 -70 -65 -6.0 -55 P P
log [CrV] (M)
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A partir del ajuste de las curvas a la ecuacioBalezmann, se obtuvieron lagiara
las distintas concentraciones de esteroide utgigaBl valor de K en ausencia de agonista,
estado R del AChR, disminuyd hacia los valores deeK estado D del AChR de manera
dependiente de la concentracién de esteroide atpdfigura 18). Mientras que en presencia
de agonista los valores de lkbtenidos se mantuvieron constantes, indicandaguexisten
diferencias significativas entre la presencia yalsencia de esteroide cuando el AChR se

encuentra en el estado D (Figura 18).

Figura 18. Efecto de la presencia de
distintos esteroides sobre lg, Ife CrV.
Las Kp fueron calculados a partir de las
curvas de titulacion con CrV en funcién
de la concentracion del esteroide
cortisona @,0; ausencia y presencia de
agonista, respectivamente) o del
esteroide hidrocortisonae (0; ausencia,

y presencia de agonista,
respectivamente). Cada punto
corresponde al promedio de cuatro 0 mas
experimentos independientes. *,
diferencia significativa con respecto al
control (p<0,05).
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3- Los acidos grasos libres modifican los estadege&poso y desensibilizado del AChR.
También se estudido el efecto que ejercen distid@l sobre el equilibrio
conformacional del AChR. Para ello, membranas rem@sAChR deT. californica fueron
incubadas con distintas concentraciones de acidasogcis-insaturados (hasta 60 puM,
concentracion final) siendo estos: acido araquio(is-20:4), acido linolénicogfs-18:3) y
acido oleico ¢is-18:1). Luego, las membranas fueron separadas en pdblaciones,

agregandose Carb (1 mM) a sélo una de ellas. Aira@tion se realizé la titulacion con
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CrV. Los valores de Kde la sonda CrV se calcularon como se realizd &ere anterior. La
Figura 19 muestra que el acido grasse-18:1 produjo una disminucion delpKde CrV
dependiente de su concentracién, en ausencia téstgdJn efecto opuesto se observé en
presencia de agonista, ya que el acido gcis8:1 produjo un aumento delpkde CrV,

estadisticamente significativo. Resultados simsldweron obtenidos cans-20:4 ycis-18:3.

Figura 19. Efecto de la presencia del acido graso
oleico (is-18:1) sobre la K de CrV. Membranas

ricas en AChR previamente incubadas con acido
oleico a distintas concentraciones fueron tituladas
con la sonda CrV. A partir de las curvas de

4504

S’ 300 titulacion se obtuvieron los valores dep Ken
= ausencia (simbolos negros) o presencia (simbolos
f blancos) de Carb 1mM. Cada valor corresponde al
promedio de cuatro 0 mas experimentos
1504

independientes. *, diferencia significativa respect
al control (p< 0,05).

*

C I I I I
0 20 40 60 80

acido oleico (UM)

Experimentos similares se realizaron con AGL saisaMembranas ricas en AChR
de T. californica fueron incubadas en presencia de concentraciorezsentes de acido
araquidico (20:0) o acido estearico (18:0). A d@ifmia de lo observado con los AGls-
insaturados, no se observaron diferencias sigtifacm en las I de CrV tanto en presencia

como en ausencia de agonista (Figura 20).

77



a b
4501 -
= 3004 -
=
(@]
Nz
1501 -
e = 5 6/9\9,/@\@—/6
C I I I I ! 1 L) L) L) I
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
acido araquidicopM) acido esteérico (UM)

Figura 20. Efecto de la presencia de concentrasiorecientes de AGL saturados sobre el
Kp de CrV. Membranas ricas en AChR previamente indabacon acido araquidico
(cuadrado) o acido estearico (circulo) a distirtascentraciones fueron tituladas con la
sonda CrV en ausencia (simbolos llenos) o presdgiigbolos vacios) de Carb 1 mM. A
partir de las curvas de titulacion se obtuvieros imlores de K para los distintos
tratamientos. Cada valor corresponde al promedio cdatro 0 mas experimentos
independientes.

Observando los efectos diferenciales entre los Ad&tinsaturados y los AGL
saturados, se procedio a estudiar si esta diferesgcpodia relacionar con la doble ligadura
del acido graso. Para tal fin, se estudié un teiperde acido graso, con isometians, el
acido elaico tfans18:1). Mientras que una doble ligadura con isomer$ induce una
torsion de unos 30° en la direccién de la cadedeobarbonada del acido graso, la doble
ligaduratrans no altera la direccion de la cadena, presentandacanformacion semejante a
la de un AGL saturado. La Figura 21 muestra queCGHR en presencia del acido elaidico se
comporta igual & observado con los AGL saturados, no alterandwédores de Kde CrV

calculados tanto en presencia como en ausencigohésta.
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Figura 21. Efecto de AGtransinsaturados sobre el
Kp de CrV. Membranas ricas en AChR previamente
incubadas con distintas concentraciones de acido
elaidico fueron tituladas con la sonda CrV. A parti
de las curvas de titulacién se obtuvieron los \esor
de Ky en ausencia (simbolos llenos) o presencia
(simbolos vacios) de Carb 1 mM. Cada valor
corresponde al promedio de cuatro o mas
experimentos independientes.
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A continuacion se quiso verificar si los distinte$ectos observados sobre la
conformacion del AChR causadpsr la presencia de AGL en la membranaTaepedo
estaban relacionados con las caracteristicas &stules de las cadenas acilicas que los
componen y no con una distinta particion de losmos en la membrana plasmatica. La
magnitud de la incorporacion de los distintos agidmasos a las membranas ricas en AChR
fue extensamente estudiada por Antollini & Barrant2002) usando la sonda fluorescente
ADIFAB (acrylodan-derivatized intestinal fatty acid-bindingrotein). Los valores del
coeficiente de particion calculado para los dieBnAGL permitieron clasificarlos en tres
clases de acuerdo con su hidrofobicidad:

1. Acidos grasos altamente hidrofébicos (como por pjeri0:0 y 18:0).
2. Acidos grasos medianamente hidrofobicos (como jeonglocis-18:1 ytrans-18:1).
3. Acidos grasos de caracter hidrofilico (como pomgjl los acidosis-insaturados

18:2, 18:3, 20:4 y 22:6)

En este trabajo de Tesis se estudiaron acidosgpestenecientes a estos tres grupos
mencionados y se observaron efectos totalmentepémdiientes a esta clasificacion. Por

ejemplo, el acido graso 20:0, que posee un altficiexate de particibn en membrana (alta

79



hidrofobicidad), no parece ejercer efecto algunbresdas conformaciones del AChR a las
concentraciones ensayadas. Mas aun, acidos grasaeficientes de particion semejantes,
como los acidos oleico y elaidicaig y trans 18:1, respectivamente) mostraron distintos
efectos sobre las conformaciones del AChR. Pdanto, las modificaciones ejercidas por
los distintos &cidos grasos sobre la conformacEInAChR no estarian relacionadas con su

grado de particion en la membrana.

4- La accidn conjunta de acidos grasos libres yeesides afectan ambos estados
conformacionales del AChR.

Llamoé la atencién el hecho de que si bien tanteregles como acidos grasos libres
se localizan en los mismos sitios a nivel de lerfase lipido-AChR, los esteroides sélo
influyen sobre el estado R, mientras que los Adtinsaturados alteran ambos estados, el R
y el D. Con la intencion de avanzar en la compande este comportamiento diferencial de
ambas moléculas, se procedié a investigar el efeotyunto de las mismas sobre la
conformaciéon del AChR. Para tal fin, membranassriea AChR deTorpedo californica
fueron incubadas con un primer tipo de moléculdefegle o AGL) a concentracién de
saturacion (de acuerdo con lo presentado en etutafd). Luego, las membranas fueron
incubadas con un segundo tipo de molécula, nuevaniasta alcanzar la concentracion de
saturacion. Una vez que se arrib6 a esta ultimdicigm, las membranas fueron tituladas con
la sonda CrV y los valores deyKalculados para cada condicion (Figura 22). Ldsrea de
Kp obtenidos indican que el orden de agregado dmddéculas no afecta el resultado final
obtenido, llegando el AChR a un mismo estado comé@ronal tanto en ausencia como en
presencia de agonista. Mas interesante aun, lagegalde l§ obtenidos en membranas
tratadas con hidrocortisona y acido oleico (indistinente del orden agregado), y en

presencia de agonista, fueron similares a los alderen membranas incubadas Unicamente
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con &cido oleico, en presencia de agonista. Estsgltados estarian indicando que la
presencia de AGkis-insaturados, y no la de esteroides u otros AGlla emie condicionaria

la llegada del AChR a su estado desensibilizada thracteristica diferencial entre los
acidos grasosis-insaturados por un lado y lt@nsinsaturados y saturados por el otro, es la

diferente perturbacion que inducen a nivel de uicapa lipidica (Antollini & Barrantes,

2002).
Figura 22. Efecto conjunto del acido oleiogis{
450 18:1) e hidrocortisona (HC) sobre ej Kle CrV.
Membranas ricas en AChR de californicafueron
. incubadas en presencia de: HC (600 uM); 18:1c
% 300+ . (60uM); HC (600 uM) + 18:1c (60 pM); 18:1c (60
I_o' * . * . UM ) + HC (600 uM), y tituladas con la sonda CrV
X
en ausencia o presencia de Carb 1 mM (barras
*
1501 negras y barras blancas, respectivamente). Cada
valor de Ky corresponde al promedio de cuatro o
o mas experimentos independientes. *, diferencia
& \2\() QS"\’ '\?’\/ \2\() significativa con respecto al control (p< 0,05)
Q %’ ’
& & & %5:(
X Y
Y &
RS o)

5- La polaridad de membrana condiciona la transioidel AChR al estado D.

A continuacién se realizaron estudios dirigidodederminar si existe una relacion
entre los estados conformacionales del AChR vy &ldesfisico de los lipidos del micro-
ambiente lipidico del AChR. Para ello se estudi@@fectan a las propiedades fisicas de la
membrana la presencia de esteroides y AGL, coroslando estos resultados con los valores

de Kp obtenidos.

Las membranas ricas en AChR TBecalifornicafueron incubadas con esteroides o

distintos AGL a concentraciones finales de 600 uMOyuM, respectivamente. Luego se
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agrego la sonda Laurdan (0,6 uM), la cual es skenaila polaridad y la dinAmica molecular
del ambiente lipidico, debido a un proceso de ael@p molecular que experimenta en
presencia de dipolos (Parasassi et al., 1990; 1¥®do que los principales dipolos que
detecta la sonda son las moléculas de agua, cambilus espectros de emision de Laurdan
dependen principalmente del grado de penetracionéstas en la membrana, hecho
directamente relacionado con el empaquetamientdidip Esta caracteristica que posee la
sonda la convierte en una herramienta Util paradest cambios en el orden de una
membrana bioldgica. A partir de los espectros désiém de esta sonda fluorescente se
calcula un valor de polarizacién generaliza@®)(que relaciona dos maximos caracteristicos
de emision (uno correspondiente a la fase gelg/ata fase liquido-cristalina, fases lipidicas
con muy diferente polaridad de membrana) (Parasassi, 1990; 1991). De esta manera, se
calcularon dos tipos de valores @@ a partir del espectro de emision de Laurdan, aixben
por excitacion directa, o a través del procesoRET(usando la fluorescencia intrinseca del
AChR como donante), dando asi informacion sobrer@én lipidico de la totalidad de la

membrana, o del micro-ambiente lipidico inmedidtA@hR, respectivamente (Tabla 3).
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Tabla 3. i de CrV yGP de Laurdan en membranas ricas en AChRI dealifornicaen presencia de distintos

AGL o esteroides y a distintas temperatiras.

Temperatura | Tratamiento CrV Kp (nM) LaurdanGP**
En ausencia de En presencia dé Excitacion FRET
agonista agonista directa

25°C control 378,6 £ 83,1 405+11,2 0,37 £0.01 0,404,1
+cis18:1 198,3 + 64,9* 157,7 £ 43,3 0,18 + 0,011 020,00*
+ trans18:1 270,3 + 50,5 70,8+4,0 0,34 + 0,01 0,39G00,
+20:0 251,4 + 40,5 429+20 0,38 + 0,00 0,41,G600
+ HC 169,5 + 56,6* 31,6+55 0,36 £ 0,01 0,41 &®,
+cis18:1 + HC 198,3+ 2,7* 118,4 £ 22,67 0,17 +0,01t 0,23 £0,01*
+ HC +cis-18:1 2289+ 78,4*| 189,2 + 38,57 0,17 + 0,017 028,01*

42 °C control 379,4+93.4 2422 + 75,4% 0,10 815, 0,17 +0,01*

2 El nimero de experimentos independientes es nagoatro en todas las determinaciones.
* Diferencia significativa con respecto al contfpk0,001).
**  GPvaria de 0,6 a -0,3 (de estado gel a estado Bapridtalino, respectivamente).

El 4cido graso oleicocis-insaturado) disminuye el valor d&P respecto al control
tanto en la membrana en general, como en el miotwemte lipidico del AChR, indicando
asi un aumento en la polaridad de la membranaa#io,tel acido graso elaidictrgns
insaturado) y el esteroide hidrocortisona no prexuj ningin cambio en los valores @B,
indicando que no afectan significativamente la pd¢éal de la misma. El acido araquidico
(acido graso saturado) produjo un leve incrememtdaepolaridad de la membrana. El
analisis del efecto conjunto de hidrocortisona igl@oleico, independientemente del orden
de agregado, y reproduciendo las mismas condicienssyadas en los experimentos con la
sonda CrV, mostré que la membrana incrementa sarigatl de manera similar a lo
observado en membranas incubadas so6lo con el ddww. Asi, de las distintas moléculas
ensayadas, el acido oleico seria la Unica que polado produce un incremento en la
polaridad de la membrana, perturbando el ordeditipj y por otro lado afecta al estado D
del AChR. Esto estaria indicando un nexo entres@de biofisico de la membrana y la

capacidad del AChR para alcanzar ciertos estaddsrooacionales.
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Con el objetivo de profundizar en este concem@studido como afectan los cambios
en la polaridad de la membrana a los estados coafwonales del AChR, sin el agregado de
moléculas exdgenas sino por incremento de la teahpar(de 25°C a 42°C). Los resultados
mostraron que a 42°C se produjo un aumento imper@a la polaridad de membrana junto
con un significativo aumento delpken presencia de agonista respecto al control 22
ausencia de agonista no se observaron difereneld§dle CrV con respecto al control (ver

Tabla 3).

La Figura 23 muestra un analisis mas detallad@fdeito de la temperatura sobre los
cambios conformacionales del AChR. E} Ke la sonda CrV en presencia de agonista
aumento en funcion de la temperatura en forma tdirec mayor temperatura, mayor es el
valor de I obtenido). Se comprob6 que la magnitud de esteeatonfue proporcional al
grado de cambio en el orden de la membrana. Igdal \asto a 42°C, en ausencia de

agonista, el K de la sonda CrV se mantuvo constamtas distintas temperaturas estudiadas.

De esta manera, una perturbacion en la membrant @or el agregado de moléculas
exdégenas como por incremento de la temperaturaylémque el AChR pueda lograr llegar al
estado D en presencia de agonista. En contrasestaio R no parece ser afectado por la
polaridad de la membrana, indicando que el estaftsico de la membrana no influiria de

manera directa el estado R del AChR.
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Figura 23. Efecto de la temperatura en la
variacion del k de CrV. Membranas ricas en
AChR de T. californica incubadas a distintas
450 temperaturas (25°C, 30°C, 35°C, 37°C, 39,5°C y
42°C), fueron tituladas con CrV en ausencia
(barras negras) o presencia (barras blancas) de
Carb 1 mM. Cada valor de pKcorresponde al
promedio de tres o0 mas experimentos
independientes. *, diferencia  significativa
respecto al control (p< 0,01)

KD [nM]
W
o
o

150 *

25.C 30.C 35.C 40.C
temperatura (°C)

6- Efecto de acidos grasos enddgenos en la confaigradel AChR.

En el capitulo anterior se demostré6 que en membrded . californica ricas en
AChR sometidas a la accién de PLAos acidos grasos enddgenos generados pueden
localizarse en la interfase lipido-AChR, en losmus sitios que lo hacen los acidos grasos
agregados en forma exdgena. Para determinar débefee los acidos grasos endodgenos
ejercen sobre el equilibrio conformacional, memhbasadeT. californicafueron incubadas en
presencia de PLAa distintos tiempos con la finalidad de obtenerestudio en funcion de
concentraciones crecientes de acido graso liberadoa fraccion de las membranas tratadas
con PLA se la tituld con la sonda fluorescente CrV, mientfae a otra fraccion se la incubo

con la sonda Laurdan.

Los experimentos de titulacion con CrV demostrajoe, en presencia de agonista, el
Kp aumentaba en funcién del tiempo de incubacionRiof, (Figura 24). Por otro lado, en

ausencia de agonista, el valor deno se vio afectado por la accion de BLA
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Figura 24. k de CrV calculado en membranas
450 ricas en AChR tratadas con PLALas
membranas ricas en AChR de californica
fueron incubadas con PLA distintos tiempos

(0, 5, 10 y 20 min). Posteriormente, las distintas
300 * membranas fueron tituladas con
concentraciones crecientes de CrV en ausencia
(barras negras) y en presencia (barras blancas)
* de carbamilcolina 1 mM. Cada valor dg K
150 corresponde al promedio de por lo menos
cuatro  experimentos independientes. ¥,
* diferencia significativa respecto al control.

Kp [NM]

O. 1
0 5 10 15 20
tiempo (min)

Paralelamente al estudio de los estados conformalei® del AChR a distintos
tiempos de hidrélisis de los lipidos de la membraeaobtuvieron los valores &P, también
en funcién del tiempo de incubacion con BLAtilizando membranas marcadas con Laurdan
(Figura 25)A medida que aumentd la hidrélisis de la membranpredujo un concomitante
incremento en los valores d8P. Dicho incremento se correlaciona con el aumento

observado de los valores dg He CrV en presencia de agonista (Tabla 3).

0.394 Figura 25. GP de Laurdan de
* membranas ricas en AChR tratadas
con PLA. Las membranas ricas en
0.364 AChR de T. californica fueron
tratadas con PLA a distintos
* tiempos (0, 5, 10 y 20 min).
Posteriormente, las distintas
membranas fueron incubadas con la
sonda Laurdan (0,6 pM) y &P
calculado. Cada valor deGP
0.30- corresponde al promedio de por lo
menos cuatro experimentos
independientes. * diferencia
0.274 T significativa respecto al control.

0 5 10 15 20

tiempo (min)

0.334 *

polarizacion generalizad&P)
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7- Estudio de cambios conformacionales de las ponas transmembrana del AChR
inducidos por la presencia de acidos grasos y esths.

Los resultados obtenidos hasta este punto de la ihelican que la presencia de AGL
(cis-insaturados) y esteroides, en ausencia de agpmsiiacen un cambio conformacional
global del AChR que lo retira de su estado de repguoactivable. Con el objetivo de obtener
evidencias complementarias del cambio conformatidelsAChR inducido por la presencia
de esteroides y AGL realizamos estudios de extindi fluorescencia con AChR purificado
de membranas dE. californicay marcado con la sonda fluorescente maleimido-pi@er
Materiales y Métodos), sonda lipofilica que reasaiespecificamente con grupos sulfidrilos.
Estudios realizados por Narayanaswasmi et al. (12@8nbinando tal marcacion covalente
con la extincion de la fluorescencia mediante sstigédicas spin-marcadas, determinaron la
disposicion espacial del aducto de pireno en la lonena, localizandolo en la porcién
transmembrana M4 de la subunidadiel AChR, en una posicién superficial cercana a la
interfase lipido-agua. Estudios ulteriores de nmoelstboratorio corroboraron y extendieron

estas observaciones (Barrantes et al., 2000Db).

Posteriormente a la marcacion del AChR con la somal@imido-pireno se realizé un
gel de poliacrilamida que se visualizé con luz @¥mprobandose que la marca fluorescente
estaba efectivamente en la subunigadel AChR (ver Materiales y Métodos). Como esta
sonda fluorescente sélo se une a los grupos sldédlibres (no a aquéllos que estan
formando puentes disulfuro), y debido a que duréntaarcacion se usaron condiciones no
reductoras, es de esperar que la marcacion ocdloa ivel TM. Por tanto, para corroborar
gue la sonda fluorescente unida al AChR se ena@féctivamente unida a un segmento
TM del AChR, se realizd una titulacion con acrildmi un extintor de fluorescencia
hidrosoluble ya probado en su eficacia en estudiels AChR en membranas nativas

(Barrantes, 1978). Cuando la muestra se excitd @ r2@ (excitacion del AChR), la
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intensidad de fluorescencia de los triptofanos eyt en funcion de la concentracién de
acrilamida. Al excitar la muestra a 345 nm (exdédadirecta del pireno), la fluorescencia del
pireno se mantuvo constante (Figura 26). Estetauindica que mientras una gran parte de
la fluorescencia intrinseca del AChR es accesibex@ntor hidrosoluble acrilamida, hecho
I6gico considerando que el AChR tiene una porcighpartante de su masa del lado
extracelular (conteniendo 31 de los 51 triptofatmiales de la proteina), la sonda pireno

unida al AChR no seria accesible al extintor, \&@ifdose su posicion transmembranal.

11 Figura 26. Extincidn de la fluorescencia intrinseca
101 del AChR y de la sonda fluorescente maleimido-
pireno por acrilamida. EI AChR reconstituido y
L 0.9 marcado con maleimido-pireno fue titulado con
I 0.8 - concentraciones crecientes de acrilamida y se
midié la fluorescencia del pireno (excitacion a 345
0.7 - nm y emision a 375 nnm) y de los triptofanos del
receptor (excitacion a 290 nm y emision a 330
] ] ] ] ]

6 0 150 300 450 600 750 nm, o) luego de cada agregado.
acrilamida (mM)

En otra serie de experimentos realizados sobreGlRAmarcado con maleimido-
pireno, se estudi6 la extincion de fluorescencia e€oacido estearico marcado en el carbono
5 con un grupo nitréxido (acido graso spin-marcaad&LFA, 5spin label fatty acig Al
incorporarse a la membrana el acido graso exédanggsicion del grupo nitroxido en el
interior de la bicapa es relativamente estable, #Aspoder como extintor de fluorescencia va
a depender de la localizacién de la sonda fluorasc&l AChR purificado y marcado con
maleimido-pireno fue previamente incubado con hddrtisona (600 uM) o con los distintos
AGL utilizados previamente (60 uM). Luego se reaali titulacién con acido estearico spin-

marcado y se determiné la fluorescencia del piteego de cada agregado. A partir de los
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espectros de fluorescencia obtenidos se calculla®rconstantes de extincion de Stern-

Volmer (Ks,) para cada tratamiento (Figura 27).

a b
1 0.64
0.9 .
LLO >
L J 04 X
0.1
0.2
0.7
0.6 : : : oot L
00 02 04 06 RO RN NN NG
NG SO SRR SRV
5-SLFA (UM) ® Y Vo

Figura 27. a) Extincién de la fluorescencia deépa por 5-SLFA. El AChR reconstituido y marcado con
maleimido-pireno fue previamente incubado con: rfl); trans18:1 (60 uM,e); 20:0 (60 pMA); cis-

18:1 (60 pM,0); HC (600 uM,A). Posteriormente se realizd la titulacion con emtiaciones creciente de
acido esteédrico spin-marcado (5-SLFA) y la fluoessia del pireno fue evaluada luego de cada
concentracién agregada. b) Constantes de SterneYoditenidas a partir de las curvas de extincion de
fluorescencia (§F). Cada valor corresponde al promedio de al méessexperimentos independientes. *,

diferencia significativa respecto al control.

Se obtuvieron diferencias en cuanto a la variadeéna K, segun cudl haya sido la
molécula exdgena adicionada a las membranas. Isemi@a de hidrocortisona o de &cidos
grasos con isomerias caus6 cambios en la constantg gugiriendo que el agregado de un
esteroide o un acido grasiz-insaturado modificaria la posicion de la sondarpir es decir,
ocasionaria un movimiento del segmento transmeraldlehAChR. Por otro lado, lasiKse
mantuvo constante en el caso de los acidos gtaspsinsaturados y los acidos grasos
saturados, indicando que la presencia de la sanelaopno cambid su posicion con respecto

al acido graso spin-marcado. Estos resultadosandit ademas que si ocurren cambios en la
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topografia de los segmentos TM del AChR como restpuee perturbaciones del estado fisico
de la membrana, éstos no suceden a la altura guelae localiza el grupo nitroxido, por lo

gue no pueden ser detectados. Ademas, de ocuos esmbios conformacionales, seguirian
una secuencia diferente a la detectada por presdadios esteroides y acidos grasos libres,

ya que estos si pudieron ser detectados.
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DISCUSION

En esta segunda parte del presente trabajo de ¥$esisstudiaron los cambios
conformacionales del AChR causados por esteroidasdps grasos, dos tipos de moléculas
de caracteristicas altamente hidrofébicas. En ilmgya parte de esta Tesis se mostré que
ambos tipos de moléculas se localizan en la merabampartiendo los mismos sitios en la
interfase lipido-AChR. Sin embargo, la relaciorremd presencia de estos tipos de moléculas
en la bicapa, y la inhibicion funcional del AChR Be clara. Como se menciond en la
Introduccidn, la funcionalidad del receptor (taatpasaje de iones a través del poro, como la
transicion del estado conformacional R al estadofazmacional final D) es altamente
sensible a la composicion de los lipidos de su avéenbiente. Se han propuesto modelos
especulativos, donde la fluidez de la membranagutseain papel en la funcionalidad del
receptor (Criado et al., 1984; Baenziger et al0@@0modulando ademas la proporcion de los

estados R y D del AChR (daCosta et al., 2004).

Con la intencion de poder esclarecer la interacedtme los distintos esteroides y
AGL (saturados e insaturados con isomeigay trans) con la funcionalidad del AChR, se
realizd un estudio de los posibles cambios confoiomales del AChR inducidos por la
presencia de estas moléculas exdgenas, utilizandmnda fluorescente CrV. Esta sonda
muestra afinidades distintas por los estados cor#oionales del AChR. Lurtz & Pedersen
(1999) indicaron que a concentraciones de agompséaproducen la desensibilizacion del
AChR, el Ky de la sonda CrV por el AChR disminuye un ordenntignitud, haciendo
manifiesto el cambio conformacional que sufre ehRChacia un estado desensibilizado de

alta afinidad por la sonda en presencia de agofhigjaras 16 a y b).
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Cuando se incubaron las membranas ricas en AChRlisbintos esteroides (cortisona
e hidrocortisona) en ausencia de agonista, logeslde kK disminuyeron, acercandose a los
valores observados en membranas control expuestdas concentraciones de agonista
(AChR en estado D; Figuras 17 y 18). Este result@ddmmente indica que los esteroides

inducen un cambio conformacional del AChR.

Los AGL ejercieron distintos efectos sobre el ahtid conformacional del AChR,
dependiendo de sus caracteristicas estructuraiggrés 19, 20 a y b y 21). De todos los
acidos grasos estudiados, soOlo los AGL insaturagosisomeriacis causaron un cambio
conformacional del AChR, dirigiéndolo hacia un dst®. Ademas, estos AGL con isomeria
cis impidieron que el AChR pudiese alcanzar el estamtformacional D en presencia de
agonista. Una diferencia clave entre los distirA@l insaturados estudiados reside en el
efecto que su doble ligadura ejerce sobre la dstaiadde su cadena hidrocarbonada: la
isomeriacis produce un torcimiento de la cadena acilln&gntras que la isomerteans no,
razon por la cual el arreglo espacial de los Afainsy los AGL saturados es similar (Prasad,
1996). Esta distinta conformacion se manifestoachmnte cuando, utilizando la sonda
Laurdan, se estudié como los distintos tipos delagcigrasos perturban la polaridad de
membranas. Solo los AGtis-insaturados produjeron un aumento de la polardiadas

membranas ricas en AChR.

La falta de transicion hacia el estado D del ACh&dpcida por el agregado de AGL
cis-insaturados también fue evidenciada en los ensdgdgulacion con CrV en los que se
vario la temperatura (Figura 23) o se digirié lanmbeana con una fosfolipasa (Figura 24). Al
incrementar la temperatura, se produce un aumengb @esorden de la membrana (Tabla 3).
El principal efecto fue observado cuando los expentos se realizaroan presencia de
agonista: la K aumenté en forma significativa, indicando clarateelgue en estas

condiciones experimentales el AChR no puede reaBkaambio conformacional hacia el
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estado D. En la segunda serie de experimentosdouas membranas se sometieron a la
accion de PLA (Figura 24), que disminuye la polaridad de la memnba (Figura 25), se

observaron efectos similares.

En sistemas modelo puros, los valoresGfe pueden tomar valores de 0,6 a -0,3
(desde una fase gel pura a una fase liquido-énatgdura) (Parasassi et al., 1990). En
membranas bioldgicas, como consecuencia de unacsicign mas compleja, este cambio
es mucho mas estrecho. En este sentido, las \arexideGP observadas en presencia de
acidos grasosis-insaturados, o por la accion de Bl.A por un incremento de la temperatura
(Tabla 3), realmente evidencian un cambio impoetagnh la polaridad de la membrana
(cambios deGP de similar magnitud se han informado en trabajosvips, como por
ejemplo: Levi et al., 1997; Ravichandra et al., 4.99risciuoglio et al., 2002; Vest et al.,
2006). La molécula de Laurdan posee una gran skasi por el estado de fase de la
membrana, mostrando una respuesta espectroscapicangnte conveniente para evaluar la
polaridad y la dinAmica molecular de los dipolosawés del proceso de relajacion dipolar
(Parasassi et al., 1990, 1991). De esta manemaeticion de la polaridad de membrana
posibilita obtener informacion dindmica en mediesren estado estaticos{@ady-staty.

Sin embargo, es importante considerar que paraebtaa caracterizacion mas completa de
los parametros biofisicos de una membrana debezaesd otro tipo de mediciones

complementarias (anisotropia en estado estatiesuetta en el tiempo entre otras).

La union de agonista regula los cambios confornmatés del AChR de apertura y
desensibilizacion, posiblemente a través de vastasdos intermedios (Andeeva, 2006). Este
trabajo de Tesis se focaliz6 sélo en los estadgsCR que representan los estados inicial y
final, respectivamente, de una serie de conformmasialel AChR que van desde un estado
conformacional de reposo, de baja afinidad, asocgadn canal no conductivo, cerrado (R),

hasta un estado conformacional no conductivo @eadihidad por el agonista (D), pasando
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por estado(s) conductivo(s) transitorio(s). Estasmbios se pueden representar por un
modelo secuencial lineal del equilibrio del AChRol@iihon & Sakmann 1985; Sine &

Steinbach, 1987; Sine et al.; 1990),

K ko B
R+2A<—> RA+A<—> RAC—> RA <—> RA°
k.l k.2 o

donde R representa al AChR en estado de reposcadonista y RA, RA y RA* al AChR

con una molécula de agonista, con dos moléculasgaista y con dos moléculas de
agonista en estado activo pasajero, respectivam&®#g representa al AChR con dos
moléculas de agonista en estado Pyk, representan las constantes microscopicas de
asociacion del agonista, mientras que las correipotes constantes de disociacion estan
representadas poriky k., respetivamente. Las velocidades de apertura yecsl canal
estan representados p@r y o, respectivamente. Este equilibrio alostérico pusee
modificado por distintas condiciones enddgenas @yemas (como mutaciones puntuales o
exposicidon a ciertas moléculas, respectivamenteg)arir de este modelo lineal simple, se
han ido incorporando conformaciones intermedias AlEhR que ayudan a explicar el
gatillado del AChR. Asi, Dilger & Liu (1992) propen que cada estado del AChR esta
asociado a un estado desensibilizado. Si se coanides grados de ligamen (receptor libre,
monoligado y biligado), el esquema cinético tokamamente complejo; afortunadamente,
el peso relativo de algunos de estos pasos es ggoificativo y usualmente el diagrama
linear secuencial arriba mencionado responde adaouente a las necesidades de modelado

cinético.
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En este trabajo se muestra que la sola preseadieGdl cis-insaturados o esteroides
lleva al AChR fuera de su estado de reposo, sgatla un estado desensibilizado completo,
probablemente permaneciendo en uno de estos estasessibilizados intermedios. Ambas
moléculas, a pesar de ocasionar efectos similata® €| estado conformacional del AChR,
ejercen distintos efectos en la polaridad de la brana. Mientras que los acidos grasiss
insaturados producen un incremento en la polardkada membrana, acidos grasosns
insaturados, saturados y esteroides no la afectaforena significativa. Estos resultados
indican que seria la presencia de estas molécidesfdbicas en la interfase lipido-proteina
la responsable de los cambios conformacionalesA@#R, que lo llevarian a ese estado
desensibilizado intermedio. Asi, es probable quetamios directos entre las moléculas
exogenas Yy las porciones TM del AChR dirijan akpor fuera de su estado R, inhibiendo

su funcion.

Estudios estructurales mediante microscopia @ub@nica (Miyasawa et al., 2003)
confirmaron los hallazgos esenciales de estudievigs de marcaciéon del AChR con
distintos lipidos fotoactivable¢Blanton & Cohen, 1992, 1994), demostrando que los
segmentos transmembrana M4 estan en intimo contactda bicapa lipidica en toda su
extension. Si bien los segmentos M4 se encuentegadas tanto del lumen del canal como
del sitio de union al agonista, estudios funciomateuestran que mutaciones en residuos
localizados en los segmentos M4 de distintas sdiades alteran las constantes de equilibrio
del AChR (Lee et. al., 1994; Ortiz- Miranda et &B97; Tamamizu et al., 1999; Bouzat et al.,
2000; Garbus et al., 2001). Estos resultados smique los residuos localizados en M4
estan involucrados en algun paso del gatilladoA@HR. Mitra et al. (2004) han postularon
gue luego de la union del agonista, los segmentdss® mueven en forma sincronica,
inmediatamente luego del movimiento de los domieixtsacelulares de las subunidades

de los conectores M2-M3, pero antes del movimielgiosegmento M2 de la subunidad
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Tal hipétesis fue verificada experimentalmeirtesilico, llevando a la postulacion que el
anillo externo de sementos M4 transmitiria los tefe@jercidos por los lipidos vecinales al
anillo del poro, M2 (Xu et al., 2005). Auerbach @80 imagina el gatillado del AChR como
una secuencia de movimientos de segmentos rigimdescmas que como un movimiento
suave y continuo que une los estados cerrado ytabespeculando de esta forma que el
gatillado del AChR esta gobernado por movimienta®wBianos de partes discretas

(segmentos aminoacidicos cortos).

Sobre esta base estructural del AChR, con lasdaiihes que impone la resolucion
alcanzable hasta la fecha, surge como un puntaaidde de esta Tesis la hipotesis acerca
del papel que podrian ejercer ciertas moléculagenas, como los esteroides y algunos
acidos grasos, en la interfase lipido-proteinaa Bgiotesis contempla la posibilidad de que
tales moléculas alteren las interacciones lipidd¥RQen sus dominios TM), y de que estos
dominios participen del movimiento secuencial gleed al AChRin toto a adoptar una
conformacion de estado desensibilizado. Esta hststaria apoyada por los experimentos
de extincidén de fluorescencia con el AChR purifcadmarcado con la sonda maleimido-
pireno, que muestran que en presencia de esteroiddsdos grasosis-insaturados el
segmentoyM4 del AChR cambia su posicién en la bicapa ligdiEiguras 27 a y b). Dado
gue la perturbacion dentro de la membrana se nmentmientras estén presentes las
moléculas exdgenas, una vez que la conformacioA@BR es alterada, ya no puede volver
al estado R. Ryan et al. (2001), por el método sfge@roscopia infrarroja diferencial,
demostraron que distintas porciones del AChR sdahvierten entre los estados Ry D en
forma independiente una de otra, mientras que i@nude NCI podria dirigir al AChR a

estados intermedios.

Los AGL cis-insaturados causan un segundo efecto sobre el AADh&1 membrana

nativa, impidiendo que la proteina alcance el esfa@n presencia de agonista. Se demostro
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que distintas condiciones experimentales asociegiasambios en el estado biofisico de la
membrana (presencia de AQIls-insaturados exdgenos, pre-tratamiento de membi@oras
PLA,, o incremento de la temperatura) tienden a matift equilibrio cerradg> abierto®
desensibilizado de una forma similar. Este segu@felcto no parece depender de la presencia
especifica de moléculas exdégenas o perturbadords imterfase lipido-proteina, sino mas
bien afectar en forma genérica el estado biofisleola biomembrana. Los efectos del
agregado secuencial de esteroides y acidos geasimsaturados verifican esta hipétesis. Los
esteroides en ausencia de agonista dirigen al AldbR de su estado R, y no modifican el
estado D en presencia de agonista. Sin embargayhsecuente agregado de acido gciso
insaturado, en ausencia de agonista, no producecamdlsios, mientras que en presencia de
agonista, el AChR no alcanza el estado D, efecoaguproducido por el acido grasis-
insaturado (Figura 19). Por otro lado, el impeditoatel AChR para llegar al estado D por
perturbacion de los parametros biofisicos de la bmana, podria resultar en un aumento de
la funcién del AChR, al desplazar el equilibrio fmmmacional hacia las formas R del AChR.
Experimentos previos de este laboratoniostraron que la temperatura ejerce una importante
influencia en los cambios conformacionales asocamm las transiciones entre los estados
cerrado y abierto del AChR, los cuales son reflegaein modificaciones de la conductancia

i6nica (Zanello et al., 1996).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de Tesis hemos acreditedbadamente la localizacion de
distintos esteroides y AGL en el micro-entorno dipd del AChR. Mas aun, dicha
localizacion no fue afectada cuando las porcionesaenembrana del AChR fueron
hidrolizadas. Dichos compuestos, que actian combdeCAChR, comparten los mismos
sitios de localizacion. A su vez, fue posible coomar que los AGL generados
enddgenamente poseen la capacidad de localizars#esnsitios, pudiéndose asi especular
con una regulaciéon del AChR por parte de moléc@addgenas. Sorpresivamente, se
determiné que la disponibilidad de dichos sitiopeatale del estado conformacional del
AChR al comprobarse que en estado D estan incapasitpara localizarse en el micro-
entorno lipidico del receptor. Ademas, se deternmpé@ dichos compuestos afectan el
equilibrio conformacional del AChR, dado que edtigs en general y AGLis-insaturados
desplazan dicho equilibrio hacia el estado D, puitiée determinar de forma precisa que
ambos grupos de compuestos inducen un cambio coafiwnal del AChR a nivel del
segmento transmembran®4. A su vez fue posible comprobar la gran sendel del
AChR a la fluidez de membrana, ya que una pertidhade la misma (aumento o
disminucién), imposibilita al AChR de arribar a estado D completo. De esta forma, AGL

cis-insaturados poseen una capacidad adicional delar@llAChR.

Los distintos efectos que las moléculas exdgenaseylos cambios biofisicos en la
membrana causan sobre la conformacion del AChRgmuedr analizados a partir de las
recientes propuestas que describen los procesastigacion y desensibilizacion del AChR
como distintas entidades moleculares y que invaluet re-arreglo de distintos segmentos de
la molécula (Purohit & Grosman, 2006). De esta fprmientras que moléculas exdgenas

localizadas en la interfase lipido-proteina probat@nte modifican la activacién del AChR,
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dirigiéndolo hacia un estado D intermediario, l@mbios en el estado biofisico de la
membrana (en particular cambios en el orden y laripad de la membrana) podrian

perturbar la tasa de desensibilizacion.

Asi, el contacto directo de estas moléculas ex&@ena los segmentos TM podria
remover al AChR de su estado R, causando su imfwibiancional. Ademas, la relacion entre
el estado fisico de la membrana y el estado corfoional del AChR podria explicar por qué
el equilibrio de activacion del AChR estd afectgolr cambios en su micro-ambiente

lipidico.

La conclusion general de este trabajo de Tesim existencia de dos niveles de
modulacién del AChR por lipidos, ambos directamergtacionados con los estados
conformacionales del AChR. En el primer nivel dedolacion, la mera presencia de un
compuesto hidr6fobo (AGlcis-insaturado o esteroide) puede remover en formectdiral
AChR de su conformacién de reposo, probablementespdesplazamiento de los lipidos
esenciales de la interfase lipido-AChR. Al ser IR una proteina alostérica, en la que la
unién de dos moléculas de agonista y el mecanisengatillado del canal i6nico estan
mediados por cambios conformacionales, es posisiderar una modulacién a nivel de
sitios distintos a los de unién de los neurotrassmeis y del poro del canal i6nico. La
informacion estructural actualmente disponible solar region transmembrana del AChR
sustenta la hip6tesis de que los sitios no-anul@asesponderian a grietas entre las distintas
hélicesa transmembrana. En el segundo nivel de modula@dpostula que si el inhibidor
induce una perturbacion de la fluidez de membrahAChR sera incapaz de llegar al estado
desensibilizado inducido por agonista. Dicha hipiétesta sustentada por los cambios en la
orientacion de los segmentos TM mas expuestosdodi{Xu et al., 2005; Antollini et al.,
2005), y por la naturaleza alostérica del AChRo&stovimientos localizados se extenderian

hacia cambios conformacionales globales del AChR.
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BUFFER

Buffer sodio fosfato: 10 mM Na Pi, pH 7,4

Buffer de homogenizacion: Na Pi 10 mM, NaCl 0,4BMDTA 5 nM, EGTA 5 mM,
PMSF 3 mM, NaM0.02%, pH 7,4

Buffer de fluorescencia: NaCl 150 mM, MgOl25 mM, HEPES 20 mM , pH 7,4
Buffer de resuspension: Na Pi 10 mM, NaCl 0.4 MTRb nM, EGTA 5 mM,
PMSF 3 mM, NalO0,02%, sacarosa 30 %, pH 7,4

Buffer sacarosa: Na Pi 10 mM, NaCl 0.4 M, EDTA 5, 7,4 sacarosa 35 % - 39
% - 50 %, pH 7,4

Buffer proteinasa K: Buffer Na Pi 10 mM , 1 mM Ga(H 8

Buffer de hidrolisis PLA: Buffer Na Pi 10 mM, CaGI2,5 mM, KCI 35 mM, pH 8,0
Buffer inhibicion PLA: Buffer Na Pi 10 mM , 3 mM EGTA, pH 7,4

Buffer de solubilizacién: Buffer Na Pi 10 mM, pk#7 colato s6dico 1%

Buffer de dialisis: 100 mM Na CI, 10 mM Tris-HCL,10mM EDTA, 0.02% Nah|
pH=7,8

Buffer hidrocloruro de cistamina: 20 mg / mL enfeafNa Pi 0,1 M, pH 7,4

Buffer DTT: 1,4 g de ditiotreitol (DTT) en Buffera\Pi

Buffer de elucion: 250 mM NaCL, 0.1 mM EDTA, 0.02¢%Ns;, 5mM fosfato, 0.5%
colato, 10 mM de carbamilcolina, pH 7,8

Buffer de almacenaje de columna: 5,74 mL de acodti@o concentrado, 5 mL de
NaN; al 4% y 0.5 g de iodoacetamina, llevar a 1000mL

DTNB solucion stock: 39.6 mg en 10 mL en agua desama, pH = 7

Solucién decolorante: 11,5 mL de metanol, 18,75drlAcido acético glacial, agua
destilada c.s.p. 250 mL

Solucion Coomassie blue: 0,05 % de Coomassie bilienh, 25 mL de metanol, 10

mL de acido acético glacial, 65 mL de agua destilad
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