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Resumen

Resumen

El objetivo de este trabajo de Tesis fue estudiar si la droga anticonvulsiva Lamotrigina (6-
(2,3-diclorofenil) 1,2,4-triazina-3, 5-diamina) interacciona con el AChR. Tal objetivo se
asienta en el hecho que tanto el epifendmeno de la activacién del AChR (luego de la unién
con su ligando) es la permeacién del Na+, al igual que el blanco farmacolégico de la
Lamotrigina (LTG), explotado en terapéutica.

En una primera etapa, estudiamos mediante la técnica electrofisiolégica de patch-clamp si la
LTG interacciona de forma directa con el AChR muscular. Elegimos este subtipo de AChR
por ser el mejor caracterizado y por ser el prototipo de la familia de receptores nicotinicos.
Efectivamente, al exponer las células CHO-K1/A5, que expresan AChR muscular adulto
(Roccamo et al.,, 1999) a la droga LTG (50-400 pM), pudimos comprobar que la LTG
interacciona con los AChRs, ejerciendo un efecto bloqueador de canal abierto cuando es
co-aplicada con el agonista natural ACh (1 pM). Dicho efecto es proporcional a la
concentracion de LTG aplicada.

En una segunda etapa, analizamos si la LTG ejercia efectos a nivel celular, especificamente
si la droga afectaba la morfologia y/o la supervivencia celular. Al comparar las células CHO-
K1/A5 incubadas en presencia de LTG con respecto a las células control, en ausencia de la
droga, comprobamos que no se afecta la morfologia celular en presencia del anticonvulsivo.
Mediante la técnica de MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5 difeniltetrazol, que permite estudiar
cambios en la viabilidad celular, observamos que la presencia de LTG protegia a las células
CHO-K1/A5 de la muerte celular frente a un estimulo nocivo, como es la ausencia de suero
en los medios de cultivo. En cambio, las células parentales CHO-K1, que carecen de
AChR, no se benefician de tal proteccion. Estos resultados sugieren que la droga LTG
ejerce algun otro tipo de efecto sobre los AChRs. Un simple blogqueador de canal abierto no

podria ejercer este efecto en ausencia de agonista que mediara la apertura previa del canal.
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En el segundo Capitulo de esta Tesis, nuevamente recurrimos a técnicas electrofisioldgicas
para describir que en ausencia de agonista alguno, la LTG produce la activacion del canal
iGnico. Estos resultados se complementan con estudios farmacolégicos realizados por

medio de la técnica de ligazén de I'*°

unido a la a-bungarotoxina (a-BTX), antagonista
cuasi-irreversible del AChR, y estudios adicionales de microscopia de fluorescencia y
fluorescencia en cubeta.

El Capitulo 3 de esta Tesis tuvo como objetivo la obtencion de un sistema celular de
mamifero que expresase en forma estable a los a7 AChRs neuronales funcionalmente
intactos en su superficie, con miras a futuros estudios farmacolégicos sobre receptores del
SNC. Obviamente, el requisito indispensable para tal fin es contar con expresion estable del
a7 AChR. En el laboratorio se intentaron varias estrategias para intentar aumentar el nivel
de expresion en membrana celular del a7 AChR (re-transfeccion de células en forma
transiente con la subunidad a7, induccion del aumento de expresion con nicotina o con
incubaciones a 25°C) (Schroeder et al., 2003) en células SHE-P1-ha7. Dichas células
expresan en forma estable al AChR neuronal a7 (Peng et al., 1999), y aunque si bien unen
0a-BTX, su nivel de expresion en membrana es excesivamente bajo para su deteccion por
técnicas de microscopia de fluorescencia o por técnicas electrofisiolégicas de canal Unico.
Es por ello que se recurrié a la tranfeccion de dichas células con la proteina Ric-3. Esta
proteina, descubierta inicialmente en Caenorhabditis elegans (Williams et al., 2005), es
requerida para la maduracion de los AChRs en células que expresan enddégenamente al
AChR. Ademés se ha informado que la proteina Ric-3 homéloga humana aumenta la
expresion de los a7 AChR en ovocitos de Xenopus laevis (Castillo et al., 2005).
Efectivamente, a las 48 hs de tranfectar las células con el ADNc de la proteina Ric-3
pudimos observar por técnicas citoquimicas la expresion del a7 AChR en la superficie de
las células SHE-P1-ha7. Dado el caracter transiente de dicha expresién, se obtuvo

subsecuentemente una linea celular que expresa al a7 AChR neuronal en forma

permanente, obteniéndose un clon denominado SHE-P1-ha7-Ric3. Con esta nueva
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herramienta celular realizamos estudios farmacoldgicos y electrofisiolégicos para
caracterizarla. En el futuro se piensa estudiar posibles interacciones de LTG con el a7

AChR en esta linea celular.
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Abstract

In this Thesis, we investigated if the anticonvulsive drug Lamotrigine (6-(2,3-dichlorophenyl)
1,2,4-triazine-3,5-diamine) interacted with the nicotinic acetylcholine receptor (AChR). Since
the most common pharmacological target of Lamotrigine (LTG) is the voltage-gated Na+
channel, we investigated if this drug interacted with the AChR, based on the premise that the
epiphenomenon of AChR activation is the permeation of sodium ions, as is that of LTG,
exploited in therapeutic intervention.

We begun by studying whether exposure to LTG (1-400 uM) modified kinetic parameters of
the AChR. We chose to perform our experiments on the muscle AChR subtype because it is
the best characterized prototype channel of the Ligand-gated ion channel (LGIC)
superfamily. Indeed, when CHO-K1/A5 cells heterologously expresssing adult muscle-type
AChR (Roccamo et al.,, 1999) were exposed to LTG (50-400 uM) and studied with the
electrophysiological patch-clamp technique, we demonstrated that LTG interacted with
AChRs and exerted a channel blocking effect when co-applied with ACh (1pM) in a
concentration-dependent manner.

In a subsequent series of experiments, we studied whether LTG caused any effect at the
cellular level, more specifically, on cell morphology and/or cell survival. LTG produced no
alterations of morphological parameters with respect to cells incubated in the absence of
LTG. We subsequently resorted to the MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) assay to assess whether LTG affected cell survival upon
submission of cells to a serum deprivation stress. CHO-K1/A5 cells were protected from cell
death only after being incubated with LTG. This protection did not occur in CHO-K1 cells,
devoid of AChRs. These results lead us to conclude that the anticonvulsive drug LTG
displays other forms of interaction with the AChR. A simple channel blocker would not exert

such an effect in the absence of a previous agonist-mediated channel opening.
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The second Chapter of this Thesis also employs electrophysiological techniques to describe
the direct activation of the AChR channel by LTG in the absence of an agonist. Such an
effect is further supported by a combination of pharmacological radioligand binding studies
using [**I]-a-bungarotoxin (a-BTX[**I]), fluorescence spectroscopy, and fluorescence
microscopy.

The third Chapter of this Thesis focuses on the study of the a7 neuronal type of AChR. Our
main objective was the obtention of a mammalian cell line expressing in a functional manner
a7 AChRs at the cell membrane. Several techniques were attempted in the laboratory (re-
tranfection of the a7 subunit, incubation of the cells for 48 h in the presence of nicotine,
incubation of the cells at 25°C) in order to enhance the number of a7 AChR at the cell
surface of SHE-P1-ha7 (Peng et al., 1999). Althought SHE-P1-ha7 cells express the a7
AChR in a stable manner, the level of expression is so low at the cell surface that it can not
be detected by fluorescence microscopy or electrophysiological techniques at the single-

channel level.

For this reason we decided to transfect the SHE-P1-ha7 cells with the Ric-3 protein.
Previous reports argued in favor of the Ric-3 protein as a necessary factor to produce levels
of a7 AChR detectable at the cell surface. Ric-3 protein was first discovered in
Caenorhabditis elegans and is present in cells that endogenously express a7 AChR
(Williams et al., 2005). Ric-3 has proved to increase a7 AChRs in oocytes from Xenopus
laevis (Castillo et al., 2005). As expected, 48 h after transfection with the cDNA coding for
the Ric-3 protein, a7 AChR expression at the cell membrane increased. Upon selection of
positive clones a cell line was obtained that expressed both a7 AChR and the Ric-3 protein
in a stable manner; the new cell line was coined SHE-P1-ha7-Ric-3.

With this new cellular tool we undertook the characterization of the functional properties of
a7 AChR expressed in the mammalian cell line SHE-P1l-ha7-Ric3, performing

pharmacological and electrophysiological studies. In the near future we plan to study
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possible interactions between LTG and the neuronal a7 AChR in the SHE-P1-ha7-Ric-3 cell

line.
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

A = agonista.

aBTX = a-bungarotoxina.
aBTX[I**] = a-bungarotoxina-1'*°.

ACh = acetilcolina.

AChR = receptor de acetilcolina nicotinico.

ADN = acido desoxirribonucleico.

ADNCc = acido desoxirribonucleico complementario.
AMPA = &cido a-amino-3-hidroxi-5-metilsoxanolpropionico.
APL = “allosterical potentiating ligands”.

ARNmM = 4cido ribonucleico mensajero.

B = bloqueador.

Carb = carbamilcolina.

CM = medio completo.

C-terminal = carboxilo-terminal.

CrV = sonda fluorescente Cristal violeta.

D = estado desensibilizado del AChR.

D.E.= desvio estandar.

DMEN = “Dulbecco Modified Eagle Medium”.

ECS = solucidn extracelular.

fisost =fisostigmina.

°C = grados centigrados.

GQ = gigaohm.

gal = galantamina.

Gal-T = B-1,4-galactosiltransferasa.

GABAR = receptor de acido-y-aminobutirico tipo A.



Abreviaturas

GFP = proteina fluorescente verde.

HEK = “human embrionary kidney”.

hs = hora/s.

ICso = concentracidn que inhibe el 50% de la respuesta.
ICS = solucién intracelular.

INC = inhibidores no competitivos.

Kp = constante de disociacion.

LGIC = canales idnicos activados por ligandos.
LTG = lamotrigina.

M = molar.

M1= segmento transmembranal M1.

M2= segmento transmembranal M2.

M3= segmento transmembranal M3.

M4= segmento transmembranal M4.

min = minutos.

mM = milimolar.

mm = milimetros.

ms = milisegundos.

mV = milivoltio.

nM = nanomolar.

MTT = 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol.
MPP+ = 1-metil-4-fenilpiridinio.

NMDA = N-metil-D-aspartato.

Nic = nicotina.

N-terminal = amino terminal.

pA = picoamperes.

PCR = reaccion de la polimerasa en cadena.

pH = -log [H'].



Abreviaturas

R = estado de reposo del AChR, susceptible de ser activado.

R* = estado activado del AChR.
ROS = especies oxigeno reactivas.
s = segundo/s.

SFM = medio libre de suero.

SNC = sistema nervioso central.
SNP = sistema nervioso periférico.
T.californica = Torpedo californica.
UM = micrometro.

MM = micromolar.

pI = microlitros.

Hs = microsegundo.

Topen = tiempo de estado abierto del canal.
Thurst = tiempo de estallido del canal.

Teerrado = tiempo de estado cerrado del canal.
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1) Sistema nervioso

Una de las funciones fundamentales del sistema nervioso es la transmision de informacion.
Las células del sistema nervioso envian sefiales de unas a otras y a células no neuronales
como las musculares o glandulares a través de uniones especializadas denominadas
sinapsis (del griego sin-, que significa "juntos”, y hapteina, que significa "con firmeza").
Existen sinapsis eléctricas o quimicas segun la modalidad de transmision del impulso

nervioso.

1.1) Sinapsis eléctrica

En las sinapsis eléctricas (Figura 1) la transmision de informacién entre neuronas se
produce después de que estas células se acoplan eléctricamente entre si a través de
complejos proteicos denominados uniones estrechas. En la sinapsis eléctrica la transmision
entre la primera neurona y la segunda no se produce por la secrecion de un
neurotransmisor, como en las sinapsis quimicas, sino por el paso de iones de una célula a
otra, a través de uniones estrechas. Estas son pequefios canales formados por el
acoplamiento de complejos proteicos, basados en conexinas, en células estrechamente
adheridas. Las sinapsis eléctricas son por tanto mas simples, y por ende, mas rapidas que

las sinapsis quimicas. En vertebrados son abundantes en la retina y en la corteza cerebral.
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Figura 1.
Representacion esquematica de una sinapsis eléctrica (Tomado de la pagina http://www.mun.ca/
biology /desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-13/CB13.html)

1.2) Sinapsis quimica

En la sinapsis quimica la transmision de informacion se inicia tras la liberacion de moléculas
sefalizadoras denominadas neurotransmisores tras la llegada de un impulso nervioso (o
potencial de accion), y se produce mediante un proceso muy rapido de secrecion celular en
el terminal nervioso presinaptico (Figura 2). Al llegar el impulso nervioso al terminal, se
produce la apertura de canales de calcio sensibles a voltaje. De esto resulta un rapido
aumento del calcio intracelular que activa la liberacion del neurotransmisor contenido en las
vesiculas sinapticas. De tal modo, el terminal presinaptico produce exocitosis del
neurotransmisor hacia la hendidura sinaptica. Esta molécula sefalizadora difunde tras un
periodo de retraso de unos 0,5 ms y se une a sus receptores especificos -contenidos en la
membrana postsinaptica de la célula blanco- del lado opuesto de la hendidura, resultando
de ello la apertura de los canales id6nicos cercanos de esta membrana. De esta manera los
iones fluyen hacia o desde el interior, cambiando el potencial de membrana local. El
resultado es excitatorio en caso de flujos de despolarizacién (se produce un incremento en
la permeabilidad del Na*) lo que provoca que el impulso nervioso se propague nuevamente
a través de una segunda neurona o ponga en accion un organo efector. El efecto es
inhibitorio en caso de flujos de hiperpolarizacion. El que una sinapsis sea excitatoria o

inhibitoria depende entonces del tipo o tipos de iones que permean el canal en los flujos
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postsinapticos, que a su vez es funcion del tipo de receptores y neurotransmisores que

intervienen en la sinapsis.
Numerosas moléculas pueden actuar como neurotransmisores:

- Monoaminas o aminas bidégenas (Ej. catecolaminas, indolaminas, tironaminas, tiramina, 3-

feniletilamina, octopamina, histamina)
-Esteres (Ej. acetilcolina)

-Aminoécidos (Ej. acido gama-aminobutirico, glicina, taurina, &cido glutdmico, &cido

aspartico)

-Purinas (Ej. adenosina, ATP, GTP)

-Prostaglandinas (prostaglandina E y F)

-Neuropéptidos (Ej. angiotensina Il, bombesina, neurotensina, calcitonina, vasopresina, etc.)

La zona de la sinapsis donde se libera el neurotransmisor se denomina zona activa. En las
zonas activas, las membranas de las dos células adyacentes estan unidas estrechamente
mediante proteinas de adhesion celular. Tras la membrana de la célula postsingptica

aparece un complejo de proteinas entrelazadas denominado densidad postsinaptica.
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Figura 2.
Representacién esquematica de una sinapsis quimica. (Tomado de www. carampangue.cl).

Las proteinas de la densidad postsinaptica cumplen numerosas funciones, que van desde el
anclaje y movimiento de receptores de la membrana plasmatica, al anclaje de varias
proteinas reguladoras de la actividad de estos receptores. La mas estudiada de las sinapsis
guimicas es la uni6bn neuromuscular. Esta se produce entre una neurona motora y una
célula muscular, posibilitando la contraccion muscular. El fenédmeno de transmisién finaliza

cuando el neurotransmisor difunde, es recaptado o hidrolizado.
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2) Los receptores

Los receptores son proteinas presentes en la membrana plasmatica, en la membrana de las
organelas o en el citosol celular, a las que se unen especificamente otras sustancias

guimicas llamadas moléculas sefalizadoras, como las hormonas y los neurotransmisores.

El reconocimiento de la estructura quimica de una molécula sefializadora por el receptor
especifico utiliza mecanismos de enlace no covalente como los puentes de hidrégeno,
fuerzas electrostaticas, fuerzas hidrofobicas y de Van der Waals. La equivalencia entre la
union molécula sefalizadora-receptor y la molécula sefializadora libre es igual a: [H] + [R]
<->[HR], con

[H] * [R]

Kyg=—75—

[H R

[R]=receptor; [H]= molécula sefializadora libre; [HR]=receptor unido a la molécula

sefializadora

Lo importante de la fuerza de la sefial transmitida por el receptor es la concentracién de
complejos molécula sefializadora -receptor, que es definida por la afinidad que existe entre
el neurotransmisor con su receptor, por la concentracion de la molécula sefializadora y por
la concentracion del receptor. La concentracidbn de molécula sefalizadora circulante es el
punto principal de la fuerza de la sefial, siempre que los otros dos valores sean constantes.
A su vez, la célula puede modificar la sensibilidad del receptor, por ejemplo, mediante
modificaciones quimicas covalentes (p.ej. fosforilacion). Cambios en el ndmero de
receptores presentes en la membrana -resultante este pardmetro del equilibrio entre
biosintesis, endocitosis y reciclado- pueden también modificar la fuerza total de sefializacion

en el interior de la célula.
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La unién de una molécula sefializadora a sus receptores especificos desencadena una
cascada de reacciones en el interior celular (transduccion de sefial), cuyo resultado final
depende tanto del estimulo recibido como también de otros factores, como el estadio

celular, el estado metabdlico de la célula, la presencia de patdégenos, entre otros.

2.1) El neurotransmisor acetilcolina

En este trabajo de Tesis se utilizd6 como neurotransmisor a la acetilcolina (ACh). Esta
molécula es un compuesto organico (un éster de 4cido acético y colina con férmula quimica
CH3COOCH,CH,N*(CHz)3), identificada por primera vez en 1914 por Henry Hallett Dale. Se
trata del primer compuesto organico confirmado como neurotransmisor por Otto Loewi. La
ACh esta ampliamente distribuida en el sistema nervioso central y en el sistema nervioso
periférico. Su funcion, al igual que otros neurotransmisores, es mediar en la actividad
sinptica del sistema nervioso. Mucho més recientemente se han descubierto acciones de
este neurotransmisor en tejidos no neurales como la epidermis, el epitelio bronquial, el
endotelio vascular, células del sistema inmunitario y otros (Kurzen et al., 2006; Egleton et al
2008; Cooke, 2007; Elgoyhen et al., 2001; Plazas et al., 2005) con implicancias en procesos
inflamatorios, cancer y otros importantes aspectos biomédicos que no son contemplados en

esta Tesis doctoral.

= _CH,
T HO—CH =~ —CH,
CH,—C o el “CH,
Acetil-CoA - Colina
SO i Colina acetiltransferasa
O
I 2
CHg — G O—CH,— CH, —*N_— CH,
CH,
Acetilcolina

Figura 3.
Esquema que representa la sintesis de la ACh.
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La ACh sintetizada en neuronas requiere de la accion de la enzima colina acetiltransferasa,
gue actla sobre los sustratos colina y acetil-CoA para producir la pequefia molécula
sefalizadora de 174 de peso molecular (Figura 3). Normalmente, la ACh se degrada
rapidamente una vez cumplida su funcion mediante la enzima acetil colinesterasa, que
transforma a la ACh en colina y acetato.

La inhibicion irreversible de esta enzima, p.ej. por medio de compuestos organofosforados,
provoca una estimulacién continua de los muasculos, glandulas y sistema nervioso central.
Sin embargo, desde que se asocié la reduccion de la ACh con la enfermedad de Alzheimer,
se ha extendido el uso terapéutico de algunos farmacos como la galantamina y fisostigmina,

gue inhiben esta enzima, para el manejo de algunos sintomas asociados con esta patologia.

2.2) Mdltiples receptores pueden ser activados por un Mismo neurotransmisor

Existen dos tipos distintos de receptores que responden frente a la presencia de ACh. Los
receptores nicotinicos vy los receptores de tipo muscarinico . Los primeros se denominan
nicotinicos porque pueden ser activados por la nicotina, a diferencia de los receptores
muscarinicos, que son activados también por la muscarina, un alcaloide fungico (Ishii et al.,
2006). Los receptores de acetilcolina de tipo nicotinico (AChR) pertenecen a la superfamilia
de los canales i6nicos activados por ligando ("LGIC"). Estos se componen de hetero-
oligbmeros de cinco subunidades, cada uno con cuatro dominios transmembrana (Le
Novére y Changeux, 1995). Tanto desde el punto de vista evolutivo y estructural los
receptores de tipo muscarinico son completamente diferentes a los nicotinicos,
perteneciendo a la superfamilia de receptores acoplados a la proteina G; éstas son
proteinas integrales monoméricas que presentan siete dominios transmembrana, que en su
cara citoplasmica interactian con proteinas G heterotriméricas especificas para cada

subtipo. En este trabajo de Tesis se estudiaron los receptores de acetilcolina nicotinicos.
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2.3) Canales ionicos activados por ligando (LGICs)

Los LGIC son receptores del tipo ionotrépicos cuyo papel fisiolégico es provocar la apertura
de un canal ionico tras la union de un neurotransmisor a su sitio de union. El término LGICs
incluye a tres grupos o superfamilias diferentes de proteinas que atraviesan la membrana
plasmética. El primer grupo de receptores denominados de lazo de cisteina (“Cys-loop”, ver
mas abajo) incluyen a los AChRs, al receptor de serotonina, el receptor gabaérgico, el
receptor de glicina y algunos receptores aniénicos de invertebrados. Todos los receptores
del tipo de lazo de cisteina son pentdmeros y estdn constituidos por subunidades
homologas. Se cree que los genes que codifican estas subunidades provienen de un gen

ancestral comun (Le Novére y Changeux, 1995).

Cada subunidad esta formada por un dominio N-terminal seguido de tres segmentos
transmembranales, un lazo o loop intracelular de tamafo variable que une a un cuarto

segmento y finalmente un dominio C-terminal extracelular (Figura 4).

A) B)

oot iR b AChR subunit
.. )

Extra-

il el kel el ol e
.r.-"-—""-—*"-'-l-"-rz_
S D e

Membrane

) Intracellular

Figura 4.

Extraido y modificado de A) la pagina www.mgauk.org y de B) Figura 6 del trabajo “Pore
conformations and gating mechanism of a Cys-loop receptor” Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Nov 1;
102(44):15877-82.

Un segundo grupo comprende a los receptores catidnicos activados por glutamato. A este

grupo pertenecen los receptores del N-metil D-aspartato (NMDA-R), los receptores del a-
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amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato (AMPA-R) y los del kainato. Todos ellos son

tetrameros activados por el neurotransmisor endégeno glutamato.

Un tercer grupo de esta superfamilia comprende a los canales ionicos activados por ATP
(receptores P2X), los cuales son canales catidnicos permeables a calcio y sodio y cuya

apertura se produce tras la unién del ATP a su sitio.

2.4) La familia de receptores del lazo de cisteina

Este tipo de receptores se caracterizan por compartir un puente disulfuro entre dos cisteinas
separadas por trece aminodcidos. Dentro de la superfamilia de LGICs se han identificados
cinco familias de receptores del lazo de cisteina. Por un lado se encuentran los receptores
gue son conductores de cationes como el AChR, el receptor de serotonina tipo 3, y el canal
activado por zinc (Huang et al., 1978; Dwyer et al., 1980; Yakel et al., 1990; Davies et al.,
2003) y por otro lado los conductores de aniones; los receptores GABA tipo Ay C vy los

receptores de glicina (Bormann et al., 1987; Fatima-Shad y Barry, 1993)(Figura 5).

Na* [ Ca?

membrane

YRR LAY

| AR
Ay l:l} 5} A

g -

WP
AL GA

‘ subunits:

Na*/ Ca?* o p

Figura 5.

Esquemas que representan a los receptores GABA, (izquierda) y 5HT; (derecha). Los gréaficos fueron
extraidos y modificados de los trabajos “Neurosteroids: endogenous regulators of the GABA,
receptor”, Nat Rev Neurosci. 2005 Jul; 6(7):565-75, y “Antipsychotic drugs antagonize human
serotonin type 3 receptor currents in a noncompetitive manner”, Mol Psychiatry. 2004 Sep; 9(9):846-
58, 818.
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El AChR es el mas estudiado de los receptores de la familia del lazo de cisteina y
consecuentemente ha servido de modelo para el estudio de esta superfamilia de LGICs. Los
receptores Cys-loop se ensamblan como pentameros compuestos por cinco subunidades
idénticas (homomeros) o diferentes (heterémeros) (Raftery et al., 1980; Langosch et al.,

1988; Nayeem et al., 1994).

2.5) Estructura y distribucion de los AChRs

De acuerdo con su sitio de expresion los AChRs se pueden clasificar en musculares,
neuronales o tisulares. Los receptores nicotinicos musculares son pentameros formados
tras el ensamblaje de las subunidades al, 31,0y €en el musculo adulto de vertebrados y
al, 1,0y yen el masculo fetal y en el érgano eléctrico de Torpedo (Noda et al., 1983).
Estos receptores se encuentran en gran concentracion en la union neuromuscular donde se
produce la transmision de sefiales eléctricas en respuesta a la liberacion de ACh desde la
neurona presinaptica para permitir entonces la contraccion muscular. Por otra parte, los
receptores nicotinicos neuronales estdn formados por la combinacion de varias
subunidades 0., Y B2.4 (Boulter et al., 1986, 1987; Karlin, 2002) o también bajo la forma de
homopentameros, como es el caso de los receptores formados por cinco subunidades a7
(Karlin, 2002) y se encuentran ubicados mayoritariamente en el SNC. A su vez estos
receptores exhiben una amplia gama de afinidades por la ACh, siendo alta para el a4p2 y
baja para el a7. Por ultimo, entre los AChRs tisulares podemos mencionar a aquéllos
expresados en la coclea, constituidos por las subunidades a9 (homoméricos) y a9 y al0
(heteromérico) con una estequeometria (a9),(a10); (Elgoyhen et al.,, 2001; Plazas et al.,

2005).

2.6) Topologia de las subunidades del AChR

Las cinco subunidades que conforman al AChR muscular fueron nombradas de acuerdo con

su orden de migracion en geles de poliacrilamida, presentando la mas alta movilidad la
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subunidad a y la més baja la subunidad 6. Cada subunidad esta formada por la unién de
500-600 aminoacidos que se pueden dividir en dos regiones. La primera de estas regiones
esta formada por los primeros 210 aminodcidos que conforman el dominio N-terminal
hidrofilico extracelular, glicosilado, seguido por la otra regién conformada por un dominio
transmembranal compuesto por cuatro segmentos (hélices a) de aproximadamente 20
residuos (M1-M4), conectados entre si por lazos extra e intracelulares, y finalmente un

dominio C-terminal extracelular.

Tras el ensamblaje de cada una de estas dos regiones de las cinco subunidades del
receptor, se forma el complejo pentamérico (Figura 4) que dara lugar a un canal de
membrana. Este estara compuesto por un dominio N-terminal (DNT) y por el dominio que
forma las “paredes” del canal idnico (DCI). Los dominios transmembrana presentan una alta
similitud de secuencia con otros miembros de esta superfamilia, particularmente, la alta
conservacion de secuencia de la subunidad M2 y su cardcter anfipatico sugiere una
contribucién dominante a la estructura del canal (Montal y Opella, 2002). Se cree que el
poro del canal esta formado por 5 segmentos M2 en a-hélice, aportado por cada una de las
subunidades [a2B(e/y)d](Blanton y Cohen, 1992, 1994; Unwin, 1993, 2003). La parte media
del receptor esta compuesta por dos grupos de anillos (Blanton y Cohen, 1992 y 1994), el
anillo central compuesto por residuos polares no cargados y el anillo intermedio, cercano al
amino terminal del segmento M2 (méas proximal del citosol) y compuesto por residuos

negativamente cargados (Figura 6).
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Figura 6.

(a) Estructura esquemaética de una subunidad del LGIC en la que se muestra el gran dominio
extracelular al cual se une el agonista, los cuatro dominios transmembrana y el lazo citoplasmico
entre M3 y M4. Los anillos cargados estan marcados asi; C, anillo citoplasmico; I, anillo intermedio; p,
anillo polar y E, anillo extracelular. (b) los aminoacidos implicados en los diferentes anillos cargados
del AChR muscular. D, residuos aspartato negativamente cargados; E, residuos glutamato
negativamente cargados; Q, residuos glutamina neutros; K, residuos lisina positivamente cargados,
G, un residuo de glicina; T, un residuo de treonina polar y S, un residuo serina polar. El arreglo de las

subunidades es ayafd.

2.7) DNT

El DNT est4 formado por 210 aminoacidos los cuales constituyen aproximadamente el 50%
del total de la proteina. En esta porcion de la proteina se encuentra el puente disulfuro (cys
128-cys 142) que precisamente ubica a estos receptores en la familia Cys-loop y que es de
suma importancia para el correcto ensamblado y funcionamiento del canal (Green y

Wanamaker, 1997; Green, 1998; Bouzat et al., 1994).

2.8) El sitio de union de agonistas del AChR

El dominio de unién al ligando en el AChR muscular posee dos sitios para la ACh. Estos se
ubican en regiones diagonalmente opuestas del receptor, en las interfaces a-y y
o-0 (Blount y Merlie, 1989; Pedersen y Cohen, 1990). Las subunidades ubicadas en el
dominio de union al ligando estan organizadas en dos grupos de laminas 3, que a su vez se

acumulan en una estructura sandwich (. Su union es sustentada a través de puentes
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disulfuros (Unwin, 2003). ElI dominio de unién al ligando esta expuesto en la superficie
extracelular y esta principalmente formado por la regién N-terminal de la subunidad o
(Montal, 2002). La estructura de estos sitios es similar a la de un bolsillo, el cual esta
formado por aminoacidos aromaticos que estabilizan al grupo amonio (positivamente

marcado) de la molécula de ACh (Corringer et al., 2000).

CH,

]
CH,C— O —CH,CH,N—CH,

Compuerta Na*
AChR en membranas 100 nm Estructura del Al unirse la ACh el
de electroplaca AChR AChR cambia su

conformacion

Figura 7.
Esquema que muestra la apertura del AChR tras la unién de su ligando natural. Tomado de
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-13/CB13.html.

Después que el agonista se une a estas estructuras con forma de bolsillo, establece con
ellas un nimero de interacciones que resultardn en Ultima instancia en la apertura del
AChR. Se ha propuesto un modelo para los dos sitios de unién de la ACh al receptor. En
dicho modelo se plantea que las subunidades & y € junto con las subunidades a forman
siete lazos de union, los cuales reciben la denominacion de lazos A-G. Tres de ellos A, By
C pertenecen a la subunidad a y los residuos que los delimitan son: Trp 86 y Trp 93 (lazo
A) (Galzi et al., 1990), Trp 149 y Trp 151 (lazo B) (Galzi et al., 1991; Sine et al., 1995b), y
Trp 190, Cys 192, Cys 193 y Trp 198 (lazo C) (Abramson et al., 1989; Sine et al., 1994;

Malany et al., 2000). Estas cisteinas adyacentes estan unidas por un puente disulfuro (Kao
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y Karlin, 1986). La reduccion de enlaces disulfuro causa una disminucion en la afinidad por
agonistas colinérgicos (Walker et al., 1981), al igual que su sustitucion por serinas (Mishina
et al., 1985), lo que evidencia un rol importante en el reconocimiento y en la union del
ligando. Existe también otro puente disulfuro en la parte citoplasmética de la subunidad o
(Cys 128-Cys 142) que forma un lazo altamente conservado dentro de la familia Cys-loop y
es muy importante para el correcto ensamblado del receptor (Green y Wanamaker, 1997;
Green, 1998). Estudios mutacionales en los residuos de los lazos A, B y C confirmaron la
importancia funcional en la unién del ligando, ya que en todos los casos estudiados se
produjo una disminucion de la afinidad aparente del receptor por la ACh (Pedersen y Cohen,

1990; O’Leary y White, 1992; Tomaselli et al., 1991).

Los cuatro lazos restantes, D, E, F y G, son aportados por las subunidades y y & y los
aminoacidos que los constituyen son: y Lys 34/ & Ser 36 (lazo D) (Sine et al., 1995; Bren y
Sine, 2000); y Trp 55/ 8 Trp 57 y y Glu 57/ & Asp 59 (lazo E) (Chiara et al.,1998; Bren y Sine,
1997); y Ser 111/ 0 Tyr 113, y Cys 115/ 6 Tyr 117, y lle 116/ d Val 118 y y Tyrl17/d Thr 119
(lazo F) (Ohno et al., 1996; Sine, 1993, 1997, 1995) y finalmente el lazo G constituido por y

Fen 172/ 5 11e178, y Asp 180/ d Asp 174 y y Glu 189/ 6 Glu 183(Martin et al., 1996).

2.9) Estructura del canal idnico

Estudios realizados sobre el canal i6nico del AChR de Torpedo determinaron que la
molécula del receptor es un cilindro de ~ 20 A de diametro y ~110 A de altura, de los cuales
~65 A se extienden hacia el espacio sinaptico mientras que ~ 15 A lo hacen hacia el interior
de la célula (Unwin, 1993) con un eje de pseudosimetria perpendicular al plano de la

membrana.
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El poro iénico del canal est4 formado por las hélices a de los segmentos M2 de las cinco
subunidades (Figura 8). Por detras de los segmentos M2, los segmentos transmembranales
M1 y M3 se encuentran formando un anillo intermedio; y por dltimo, en la periferia del canal
ionico se encuentran cinco hélices a de los segmentos M4, constituyendo el anillo externo

(Barrantes, 2003).

Existen cavidades entre las hélices de M2 y las externas, llenas de agua que se cree que
son esenciales para el mecanismo de gatillado del AChR al proveer el espacio necesario
para que se produzcan los cambios conformacionales que induce la unién del agonista para

la apertura del canal i6nico (Miyazawa et al., 2003).

2.10) Conductancia idnica y filtro de selectividad

Tras la unién de dos moléculas de ACh al AChR se produce en este dltimo un cambio
conformacional en la proteina que conduce a la apertura del canal i6nico, permitiendo el
flujo de iones a favor del gradiente de concentracion (Figura7). Esto implica, en condiciones

fisiologicas, la entrada de miles de iones sodio en menos de un milisegundo al interior de la
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célula, produciéndose entonces una despolarizacion transitoria que dara lugar a una
respuesta celular. Los cationes entran al canal a través del vestibulo extracelular
conformado por el dominio extracelular o a través de aperturas laterales las cuales son
encontradas a lo largo de la interfase entre las subunidades (Miyazawa et al., 2003). La
apertura del canal se produce en respuesta a pulsos de ACh en una concentracion en el
orden de 10°a 10* M. Luego de provocar la apertura del canal la ACh puede disociarse
rapidamente del AChR -ya que la ACh posee baja afinidad por el receptor- lo que permite
gue este Ultimo pueda volver a actuar. Cabe resaltar que en ausencia de agonista, la

probabilidad de que el AChR se abra es muy baja (10™, Jackson, 1984).

2.11) La compuerta

Como se muestra en la Figuras 6 y 8, distintos anillos conforman el poro del canal. Mas
especificamente, a la altura del punto medio de la membrana plasmética el receptor se
vuelve estrecho debido a que la separacién de los segmentos transmembranales M2 del
AChR es muy pequefia. Se cree que los residuos aV251 y alL255 son los responsables de
generar una barrera energética por medio del contacto entre los aminoacidos vecinos para
el pasaje de iones y conformarian la compuerta del AChR. La distancia que se crea entre
las fuerzas de Van der Walls de estos residuos es menor que el diametro de un i6n sodio o
potasio que mantiene su capa de hidratacién, por lo que no existe una oclusion fisica del
AChR. Se puede decir entonces, que la conductancia i6nica a través del canal esta
bloqueada o controlada para no permitir el pasaje de iones a través del AChR (Miyazawa et

al., 2003).

2.12) Mecanismo de activacion del AChR

Hasta el dia de hoy no se ha logrado dilucidar en términos atomisticos el mecanismo por el
cual las moléculas de agonista provocan la apertura del canal. Se sabe que componentes
del dominio N-terminal de los LGICs participan activamente en la comunicacion entre el

domino extracelular y el transmembrana. En efecto, tras la union del agonista se
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desencadena una serie de cambios conformacionales que se propagan por toda la proteina
con la consecuente apertura del canal. Se ha propuesto que las subunidades a son los
principales mediadores de los cambios conformacionales que permiten la apertura o cierre
del canal. Las otras subunidades también contribuyen e influyen sobre la union de la ACh a

la vez que estabilizan a la subunidad o cuando el receptor se encuentra cerrado.

2.13) Aspectos generales de la funcién del AChR

El AChR es una proteina alostérica compleja que contiene mdltiples sitios alostéricos a
través de los cuales su funcion puede ser modulada. En 1995, Monod-Wyman-Changeux
propusieron un modelo para describir la naturaleza alostérica del AChR (Monod et al., 1965;

Changeux y Edelstein, 1998).

El AChR posee tres estados funcionales basicos: abierto, cerrado y desensibilizado (Katz y
Thesleff, 1957). El primero es el Unico estado conductor que permite el flujo de iones
mientras que los otros dos son no conductores. El estado cerrado es mas estable en
ausencia del agonista mientras que en presencia del mismo se estabiliza el estado
desensibilizado del receptor. La activacion del AChR es un proceso rapido (us a ms)
mientras que la desensibilizaciébn es un proceso complejo, mas lento, con pasos que
transcurren en lapsos de milisegundos a minutos. Cabe destacar que existen diferencias en

las velocidades de activacion o desensibilizacién segun el tipo de AChR que se trate.

En Torpedo los AChRs se encuentran en un 80% en estado de reposo y el 20% restante en
estado desensibilizado (Heidmann y Changeux, 1979). Para los AChRs expresados en
mamiferos, mas del 90% se encuentra en estado de reposo en ausencia de agonistas
(Franke et al., 1993) y en el caso de AChR neurales la proporcién de AChR en reposo con
respecto a los AChR en estado desensibilizados varia dependiendo del subtipo de receptor

Oel 60% en a4f32 y menos del 1% para los a7 AChR (Quick y Lester, 2002).
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Para retornar al estado de reposo una vez que el AChR ha alcanzado el estado
desensibilizado es necesario pasar por los estados cerrados (Changeux y Edelstein, 1998;

Dilger y Liu, 1992).

La unién de un agonista al sitio de unién de la ACh estabiliza el estado activo del receptor.
El Esquema 1 (abajo) muestra en blanco a los receptores en su estado cerrado en
presencia o ausencia del agonista; en verde, se indica que puede producirse una activacion
espontdnea del AChR en ausencia de agonista (baja frecuencia) asi como también una
activacion del receptor por la unién de una sola molécula de agonista (receptor monoligado)
0 lo méas probable por la uniébn de dos moléculas de agonista (receptor biligado). En el
altimo nivel, en azul, se muestran los estados desensibilizados, indistinguibles uno de otro.
La constante de equilibrio de gatillado del canal (8), aumenta a medida que aumenta la
ocupacién del agonista sobre el AChR. Consecuentemente 6,>6,>6, Para el AChR
muscular 6, [110°, 8, (110% y 6, (10" -10) (Engel et al., 2002). D es la constante de equilibrio
de desensibilizacion desde el receptor abierto y K, K* y Kp son las constantes de
disociacién del sitio de union de ACh en los estados de reposo, estado activo y
desensibilizado, respectivamente. Segun Dilger y Liu (1992), el AChR se desensibiliza

principalmente desde el estado abierto biligado.

Kpi Dw Kp2
— —
«— «—
Esquema 1
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Teniendo en cuenta a) que en ausencia de agonista la frecuencia de apertura es muy baja
(Jackson, 1984), b) que el receptor se desensibiliza principalmente a través del estado
abierto biligado (Dilger y Liu, 1992; Auerbach y Akk, 1998), y ¢) que la recuperacion de la
desensibilizacién en ausencia de agonista ocurre a través del camino desensibilizado

(Dilger y Liu, 1992) el Esquema 1 puede ser simplificado de la siguiente manera:
Mo 8
KDI I:l KD2 I:l
D — I — Esquema 2

Cuando se realizan estudios funcionales con la técnica electrofisiolégica de patch-clamp en

Vi

AN

la configuracién de célula adherida ("cell-attached"), los multiples estados desensibilizados
no pueden ser diferenciados entre si, debido a que es no posible determinar el nimero de
canales que se encuentran en la porcion de membrana aislada. En consecuencia, se puede

describir la cinética del AChR a través del Esquema 3.

b =
R

Esquema 3
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También existen ligandos que pueden unirse a sitios “alostéricos” ubicados a cierta
distancia del sitio de uni6on de la ACh. Dichos ligandos pueden modular las sefales del
AChR afectando el equilibrio entre los estados de reposo, activo o afectando la cinética de
desensibilizacién. Estos moduladores pueden comportarse como agonistas o como

antagonistas.

2.14) Modulacién de los receptores de la familia C  ys-loop

Numerosos farmacos afectan las transiciones entre los diferentes estados conformacionales
del receptor (reposo, abierto y desensibilizado). Algunos compuestos actian en el sitio de
accion del ligando, ya sea ejerciendo su accibn como agonistas 0 como antagonistas
competitivos, mientras que otros actlan a otros niveles actuando como antagonistas no
competitivos (INC). Estos inhibidores comprenden un amplio rango de compuestos en lo
gue respecta a estructuras quimicas y mecanismos de accion, y ejercen su accion por
distintos mecanismos. Estos compuestos pueden producir el bloqueo del canal iénico,
inhibicion alostérica o0 aumento de la velocidad de desensibilizacion con la consecuente

disminucion de la probabilidad de apertura del canal.

2.15) Agonistas

Las respuestas farmacoldgicas de los distintos tipos de AChRs a diversos compuestos
agonistas (ACh, nicotina, epibatidina, succinilcolina, etc.) son, en términos generales,
bastante similares, diferencidndose en la potencia relativa que ejercen sobre el subtipo de
receptor. En el caso del AChR muscular de tipo embrionario, la potencia de distintos

agonistas es ACh > epibatidina > succinilcolina [ nicotina, mientras que para el AChR

neuronal a7 el orden de potencias es epibatidina > nicotina > ACh (Alexander et al., 2001).

Otro tipo de agonistas son los agonistas parciales. Estos tienen la propiedad de unirse al

sitio activo del receptor pero producen una respuesta inferior a la maxima. En presencia del
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agonista total, compiten con éste por el sitio activo del canal, disminuyendo la respuesta

méxima del primero (Ross, 1993; Liu y Dilger, 1993).

2.16) Bloqueo del canal

Segun el mecanismo de accion por el cual los INCs efectian el bloqueo del canal, éstos

pueden ser clasificados en:

1. Bloqueadores de canal abierto, los cuales ocluyen el poro del canal i6nico. Este

bloqueo puede producirse en forma lenta, intermedia o rapida.

2. Bloqueadores de canal cerrado, los cuales se unen al canal cerrado no permitiendo

la apertura o reapertura del mismo.

Figura 9.
Se esquematiza a la Clorpromazina (CPZ) bloqueando el poro del canal i6nico del AChR. Extraido de
Xu et al. (2006).

2.17) Inhibicion alostérica

Como se dijo anteriormente, la inhibicion es alostérica cuando un compuesto se une a un
lugar diferente del sitio de unién del agonista natural y del poro iénico disminuyendo su

respuesta.
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2.18) Desensibilizacion

El proceso de desensibilizaciéon se produce tras una estimulacion repetida o continua del
agonista con la consecuente pérdida o disminucién de funcion de la respuesta bioldgica.
Este estado desensibilizado es un estado no conductor de iones. Cabe destacar que la
desensibilizacién de los LGICs tiene un papel importante en procesos biolégicos como la

plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la memoria (Nishisaki et al., 2000).

3) ¢ Por qué se estudia el AChR?

Los AChR se encuentran en todo el organismo; como receptores neuronales en el SNC y
SNP, y como receptores neuromusculares en la placa motora de los musculos sométicos.
Estan involucrados con casi todas las funciones fisiologicas, incluyendo la respiracion, el
movimiento, la cognicién, la memoria y el temperamento. Estudiar la funcion del receptor de
acetilcolina nicotinico con un enfoque bioquimico, biofisico y molecular ayudara a
comprender mejor la fisiologia del AChR. Esto a su vez contribuird a la busqueda de nuevas
terapias para enfermedades relacionadas con el receptor nicotinico, como algunos tipos de
epilepsia (Barrantes, 1998), el Alzheimer, la esquizofrenia, el sindrome miasténico

congénito, el Parkinson y la adiccién a la nicotina.

El desarrollo de drogas para tratar la epilepsia ha sido orientado a tratar la sintomatologia
de la enfermedad; es decir, la supresion de los ataques epilépticos. Aunque a la fecha no
se comprendan con total claridad los mecanismos de accibn de las drogas
anticonvulsivantes se entiende que ejercen su accion modulando el equilibrio entre la
excitacion y la inhibicién de las sinapsis (White, 1999). A nivel celular se reconocen tres
mecanismos basicos (Stefan y Feuerstein, 2007):

# Modulacién de canales ionicos dependientes de voltaje (Na+, Ca2+, K+)

# Estimulacion de las sinapsis inhibitorias (GABA)

# Inhibicion de las sinapsis exitatorias (particularmente las mediadas por glutamato)
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A potenciales normales de membrana, la mayor parte de los canales de Na * existen en un
estado cerrado (reposo). Al producirse la despolarizacion de la membrana, el canal se
activa, facilitando el flujo del i6n al interior celular. Luego el canal entra en un estado de
inactivacion, del cual no es facilmente reactivado. Al repolarizarse la membrana neuronal el
canal vuelve al estado de reposo (Catterall, 1992; Ragsdale y Aboli, 1998). Los canales de
Na+ pueden pasar por estos estados funcionales en lapsos de milisegundos. Esta
caracteristica es esencial para sostener los estallidos de potenciales de accidon necesarios
para algunas funciones normales cerebrales. Sin embargo, un desequilibrio en este proceso
podria tener relacion con la produccion de descargas epilépticas. Por ello, los blancos de las
drogas anticonvulsivantes apuntan a estos canales de sodio (Upton, 1994; Macdonald y
Kelly, 1995; Meldrum, 1996; White, 1999).

Dentro del amplio espectro de farmacos anticonvulsivos se encuentra la Lamotrigina,
aprobada para uso clinico desde el afio 1993. La Lamotrigina (LTG) es una feniltriazina (ver
Figura 1, capitulo 1). Su principal mecanismo de accion es el bloqueo de canales de sodio y
calcio activados por voltaje (Stefani et al., 1997, 1998a, 1998b). De esta manera la LTG
actua presinapticamente inhibiendo la liberacion de neurotransmisores y postsinapticamente
disminuyendo la excitabilidad de neuronas, mediante el bloqueo de los canales de sodio
(Wang et al.,, 1996; Rogawski y Loscher, 2004) y también reduciendo las corrientes
generadas por canales de calcio activados por voltaje (Stefani et al., 1997).

Como se mencion6 anteriormente, el AChR muscular, una vez activado por su ligando, es
un canal conductor de sodio, mientras que el a7 AChR es principalmente permeable al
calcio. Por lo tanto, una vez que se produce la interaccion entre el receptor y su ligando se
promueve la despolarizacion de la célula que expresa estos receptores en su membrana
plasmatica.

El objetivo principal de esta Tesis es estudiar si la LTG interactia con los receptores de
acetilcolina nicotinicos. En particular, se intenté determinar si los AChR pueden ser blancos
de accion de la LTG por ser conductores de iones Na*y Ca®* luego de la unién a su ligando

natural, la ACh.
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1) Expresién de receptores de ACh en distintas line  as celulares

Lineas celulares utilizadas y generadas

CHO-K1

La linea celular CHO-K1 se cultivé en medio de HAM F12 suplementado con 10% de suero
fetal bovino en un incubador Napco modelo 6100 a 37° C y 5% de CO, y utilizando CMF-

tripsina para desprender a las células del frasco en el cual crecieron y proceder a repicarlas.
CHO-K1/A5

La linea celular CHO-K1/A5 fue desarrollada en el laboratorio del Dr. Barrantes a partir de la
linea celular CHO-K1. Esta linea celular expresa en forma heterdloga y estable el AChR
muscular murino adulto (Roccamo et al., 1999). Las células se cultivaron en condiciones
idénticas a las células parentales CHO-K1, excepto que el medio contenia 40 pug/ml de

G418 (antibidtico de seleccion).
CHOK1-a7-GFP

La linea celular CHO-K1 se tranfectd en el laboratorio en forma estable con la subunidad a7
del AChR unida a la proteina fluorescente verde (GFP). Las células se cultivaron en

condiciones idénticas a las células parentales CHO-K1/A5.
CHO-K1/SPH"

Esta linea celular deriva de las CHO-K1. Presenta una mutacion que afecta a proteinas
reguladoras de vias metabodlicas que modifican el contenido endégeno de esfingomielina
(Roccamo et al., 1999). En esta linea celular la enzima serina palmitoil transferasa se
encuentra inhibida. A temperaturas de cultivo entre 33°C y 37°C la actividad de la enzima
disminuye a niveles que representan tan sélo del 4 al 8% de la actividad normal, lo cual
permite llevar los niveles celulares de esfingomielina y gangliésidos como el GM3 a valores
menores al 1% con respecto al de los controles. Las células CHO-K1/SPH™ también se

tranfectaron en forma estable con las subunidades correspondientes al AChR muscular. Las
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células se cultivaron en medio de HAM F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino y
con 40 pg/ml de G418 en un incubador Napco modelo 6100 a 37° C y 5% de CO,. Se

desprendieron las células para los repiques con CMF- Tripsina.
SHE-P1 null

La linea celular SHE-P1 null se cultivé en medio Dulbecco modificado por Eagle (DMEM)
suplementado con 5% de suero fetal bovino, 10% de suero de caballo en incubador Napco

modelo 6100 a 37°C y 5% de CO,. Para los repiques se utiliz6 CMF- tripsina.
SHE-P1-ha7

La linea celular SHE-P1-ha7 (Peng et al., 1999) se cultivd en DMEM suplementado con 5%
de suero fetal bovino, 10% de suero de caballo e Hygromicina B (antibiotico de seleccion
para la subunidad a7 del AChR) en un incubador Napco modelo 6100 a 37°C y 5% de CO..

Para los repiques se utiliz6 CMF- tripsina.
SHE-P1-ha7-Ric-3

A partir de la linea celular SHE-P1-ha7 (Peng et al., 1999) se obtuvo en el laboratorio la
linea celular SHE-P1-ha7-Ric-3 que expresa en forma estable al a7 AChR neuronal y la
proteina chaperona Ric-3. Para tal fin se tranfectaron células SHE-P1-ha7 con el plasmido
que codifica para Ric-3 usando el reactivo de tranfeccion FUGENE 6 (Roche, Indianapolis).
Este es un reactivo compuesto por lipidos catiénicos que facilita el ingreso del ADN
plasmidico al interior celular. A las 48 hs del proceso de tranfeccion se inici6 la seleccion de
clones adicionando al medio de incubacion de las células SHE-P1-ha7, 400 pg/ml de G418
(antibiético de seleccién para la proteina Ric-3). A los cultivos se les cambié este medio
(medio de seleccion) cada 2 6 4 dias para eliminar células muertas hasta la aparicion de
clones estables. Una vez establecida la nueva linea celular, se la cultivo rutinariamente con
40 pg/ml de G418 e Hygromicina B en medio DMEM, suplementado con 5% de suero fetal

bovino y 10% de suero de caballo en un incubador Napco modelo 6100 a 37°C y 5% de
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CO,. También en este caso utilizamos CMF- Tripsina para disociar las células para los

repiques.

2) Registros de Patch-clamp

Entre las mejores estrategias experimentales para evaluar funcionalidad de los receptores
celulares se destacan, sin duda, las electrofisiolégicas. La técnica de patch-clamp constituy6
en la década de los 70 y 80 una verdadera revolucién, ya que era la primera aproximacion
experimental que permitia interrogar la funcién de una macromolécula en una célula viviente
con resolucion de molécula Unica. Con esta metodologia es posible estudiar el
funcionamiento de cada molécula como asi también el total de los canales expresados en la
misma (Hamill et al., 1981). En el siguiente diagrama se muestran algunas de las distintas

configuraciones que se pueden obtener por esta técnica:
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Figura 1.

Representacion esquematica de las posibles configuraciones que pueden usarse en electrofisiologia

con la técnica de patch-clamp. Extraido y modificado de Hamill et al., 1981.

2.1) Registros en la configuracion “célula adherida " (cell-attached)

Esta técnica consiste en aproximarse con una pipeta de vidrio a una célula que expresa
canales en su superficie, para formar un “sello” eléctrico entre el vidrio de la pipeta y la
superficie celular, con una resistencia de aproximadamente 50 MQ (Figura 1). De esta
forma, el pasaje de cargas entre el vidrio de la pipeta y la superficie celular es minimo, por

lo que el mayor flujo de cargas se producira entre el interior de la célula y la pipeta. Para
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obtener un sello de alta resistencia (gigaohms) es necesario aplicar succién con lo que se
minimiza adn mas la fuga de iones. La pipeta se encuentra conectada a un circuito
amplificador de corriente que permite registrar las corrientes ibénicas generadas en el parche

(“patch”) o &rea de membrana abarcada por la pipeta.

Amplificador
i Curr_ent
Succién flowy

suave Micropipeta

lon channels

CYTOSOL Plasma membrane

Figura 2.

El esquema representa la técnica de patch-clamp en la configuracion de célula adherida ("cell-
attached"). Tomado y modificado de la pagina web: http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/
BIOL2060/BIOL2060-13/CB13.html.

2.1.1) Pipetas

Se utilizaron tubos capilares Kimax-51 (Kimble Products, Vineland, NJ, USA) los cuales se
cortaron con un estirador de pipetas vertical (David Kopf, Tujunga, CA, USA, modelo 700C)
en dos estiramientos sucesivos. El primero se realizdé a 19 amperes y con una distancia de
estiramiento de 6 mm. De esta forma se produce un estrangulamiento en el capilar. A
continuacion se centra con respecto a la resistencia de alambre del estirador y se realiza un
segundo estiramiento a 16 amperes. A través de este procedimiento se obtienen dos
pipetas iguales con una resistencia entre 5-7 MQ las cuales son recubiertas con Coat D (M-
Line accesories, Measurements Group, Raleigh, NC, USA) para disminuir la capacitancia
existente entre el bafio y la pipeta. Se forma una superficie mas hidrofébica por la aplicacion

de esta resina acrilica con un pincel lo mas proximo a la punta de la pipeta como sea
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posible y se extiende 1 cm en sentido opuesto. La resina se cura por exposicion al aire a
temperatura ambiente por 24 hs. A continuacion, se pulen las pipetas por calor utilizando
una microforja montada sobre un microscopio con un objetivo de 20X. Cada pipeta se pule
acercando su punta durante unos segundos a un alambre de platino que contiene una
esfera de vidrio que absorbe el calor proporcionado por la microforja (1,1-1,2 mV). El
llenado de las pipetas se realiza en dos partes. Primero se llena la punta de la pipeta con la
solucion de trabajo en la que se disuelve el agonista o droga en estudio, succionando con
una jeringa por la parte posterior de la misma. Seguidamente, se llena con esta misma
solucién por la parte posterior con jeringa y aguja. En ambos casos la solucion de trabajo se

pasa por un filtro de 0,2 um para evitar obstruccién de la pipeta.

2.1.2) Buffer de incubacién de las células empleado durante los experimentos

En la configuracion célula adherida, la compaosicion del bafio en el que se encuentran las
células y la usada para disolver al agonista o droga en estudio es la misma. Esta contiene:

142 mM de KClI, 5,4 mM de NacCl, 1,8 mM CacCl,, 1,7 mM MgCl, y 10 mM HEPES (pH 7,4).
2.1.3) Drogas y agonistas utilizados

Para realizar los registros bajo la configuracion “cell-attached” las drogas que se detallan a
continuacioén fueron agregadas a la solucion de la pipeta.

Acetilcolina

La ACh (Sigma Chemical CO, St. Louis, MA. USA), conservada en una solucion stock 10
mM congelada, se disolvié en la solucién de trabajo a una concentracion final de 1 pM y 30

MM en la pipeta del registro.
Lamotrigina

El anticonvulsivante Lamotrigina (6-(2,3-diclorofenil) 1,2,4-triazina-3,5-diamina) de
GlaxoSmithKline Co. (Durham, UK) se preparé a partir de una solucion madre cuya

concentracion fue de 10 mM en etanol, disuelto finalmente en la solucion de trabajo. Para
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esto fue necesario evaporar el etanol a sequedad bajo atmosfera de N, y resuspenderlo en
la solucién de trabajo por medio de ciclos de sonicacibn en un amplio rango de

concentraciones (0,05 - 400 uM) para su posterior incorporacion a la pipeta del registro.

2.1.4) Potencial de membrana

La funcionalidad de los canales luego de la exposicién al compuesto en estudio, se evalu6 a
un potencial de membrana entre -70 y -80 mV. Para estudiar si existian cambios cinéticos
en funcién del voltaje de membrana aplicado se realizaron los registros electrofisiol6gicos a

distintos potenciales de membrana: +70, +40, 0, -40, -70, -80y -120 mV.

Para comprobar la funcionalidad de los a7 AChRs expresados en células SHE-P1-ha7 y
SHE-P1-ha7-Ric-3 se realizaron registros aplicando un amplio rango de potenciales de

membrana a las células, desde -100mV a +100 mV.

2.1.5) Registros electrofisioldgicos

El equipo esta conformado por un microscopio invertido (Nikon) montado sobre una mesa
anti-vibratoria neumética con el fin de reducir las vibraciones hasta unos pocos Hertz, lo que
es necesario para obtener sellos estables. El objetivo utilizado es de 20X. Con el fin de
eliminar el ruido eléctrico, el microscopio se encuentra dentro de una jaula de Faraday. La
pipeta se coloca en un “holder” de plastico con roscas de teflon. El holder contiene un
electrodo de platino que se conecta con un amplificador por el otro extremo. Antes de ser
utilizados, los electrodos se cloruran sumergiéndolos en hipoclorito concentrado. El holder
se encuentra montado sobre un micromanipulador que permite el desplazamiento adecuado
de la pipeta con respecto a la célula. Dentro del bafio de la capsula que contiene a las
células se encuentra un electrodo de referencia, construido también con alambre de plata

clorurado. Este también se encuentra conectado al amplificador por el extremo opuesto.

Las corrientes generadas por los AChRs se registraron usando un amplificador de corriente

AXOPatch 200B (Axon Instruments, Burlingame, CA, USA). Los datos se digitalizaron con
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una interfase ITC-16 (Instrutech Corporation, Long Island, NY, USA). El programa de

adquisicion continua utilizado fue Acquire (Bruxton Corporation, Seattle, WA, USA).

2.1.6) Andlisis de canales

Los registros se analizaron con un filtro gaussiano digital de 5 kHz con el programa TAC
(Bruxton Corporation, Seattle, WA, USA) utilizando el criterio de umbral de amplitud media.
Este filtro permite mejorar la relacion sefial/ruido. Los datos analizados en este programa
son divididos en "segmentos”, que corresponden a secuencias de datos colectados en un
intervalo de tiempo determinado. Para los registros de corrientes analizados en esta Tesis
se adopt6 el procedimiento de adquirir 100.000 puntos de datos por cada "segmento”, lo
gue determina una duracion de 0,57 segundos por segmento. Las seleccion de las trazas
individuales se realiz6 en forma interactiva, a través de un cursor que propone eventos de
apertura (nivel 1) y cierre (nivel 0) del canal, a la vez que sefiala la amplitud (pA) del mismo.
La aceptacion de estos eventos determina que el conjunto de datos estén clasificados en
dos niveles, 1 y 0. Para el andlisis no son tenidos en cuenta los eventos de aperturas
multiples, que corresponden a la apertura simultdnea de mas de un canal (niveles 2,3, etc).
Para cada registro se analizaron mas de 1000 eventos de apertura y cierre del canal. Los
datos obtenidos del analisis se volcaron al programa TACFit (Bruxton Corporation, Seattle,
WA, USA) a partir del cual se construyeron histogramas de amplitud, tiempo de estado
abierto, cerrado y de estallido (“bursts”) del canal. Definimos un estallido del canal como
episodios de apertura y cierre de un mismo canal, independiente de la concentracion del
agonista. Con excepcion del histograma de amplitud, todos los histogramas restantes se
construyen con abscisa logaritmica y ordenada lineal y son ajustados a la suma de
funciones exponenciales por maxima probabilidad. Del analisis de estos histogramas se
obtiene informacién de las propiedades cinéticas del canal y puede determinarse como se

modifican estos pardmetros por accion de distintos compuestos.
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2.2) Registros en la configuracion “célula entera” (whole-cell)

Mediante la configuracion de célula entera o “whole-cell’ se obtienen corrientes
macroscopicas, es decir, la suma de las corrientes individuales de todos los receptores

presentes en una célula.

Una vez realizado el sello, éste se rompe por succion y de esta manera se obtiene la
configuracion electrofisioldgica de whole-cell (Figura 1). A diferencia de la configuracion cell-
attached el contenido de la pipeta se comunica con todo el interior de la célula. A
continuacion, se eleva del fondo de la capsula la pipeta y con ella a la célula, la cual se
expone al flujo generado por un sistema de perfusion rdpida, que consta de tres tubos
orientados a 90°. El sistema de perfusiéon rapido permite el intercambio de soluciones, a las
cuales esta expuesta la célula, en el curso de decenas de milisegundos. Inicialmente se
expone a la célula a un primer tubo que libera en forma continua una solucion extracelular
tamponada. Bajo la aplicacion de un impulso eléctrico el primer tubo se desplaza
lateralmente y la célula es expuesta a un segundo tubo, que contiene la solucion
extracelular mas un agonista o droga a la cual se quiere exponer a los AChRs. La duracion
de este pulso es determinada por el operador; transcurrido el intervalo elegido se vuelve a
posicionar el primer tubo frente a la célula, sometiendo a la misma a una nueva exposicion a

la solucion extracelular, que lava el efecto de la droga aplicada en el paso anterior.

2.2.1) Solucion intracelular (ICS)

Esta solucién intenta simular la concentracion idnica del interior celular, ya que la pipeta
esta conectada con el interior de la célula. La ICS esta compuesta por: 140 mM KCI, 5 mM

EGTA, 5 mM MgCl, y 10 mM Hepes (pH 7,4).

2.2.2) Solucion extracelular (ECS)

Esta solucion fluye en forma continua por el sistema de perfusion, pudiendo contener

momentaneamente al agonista al que van a ser expuestas las células y constituyendo
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también el medio del bafio en el que se encuentran las mismas. Su composicion es la

siguiente: 150 mM NacCl, 5,6 mM KClI, 1,8 mM CacCl,, 5mM MgCl, y 10 mM Hepes (pH 7,4).
2.2.3) Drogas y agonistas utilizados

Para realizar los registros en la configuracion whole-cell se agregaron las drogas que se

detallan a continuacién por el sistema de perfusion.
Acetilcolina

La ACh (Sigma Chemical CO, St. Louis, MA. USA), se prepar0 y conservd congelada en
una solucién stock 10 mM. Para los experimentos se la disolvid en la ECS a una

concentracion final de 50 uM.
Lamotrigina

El anticonvulsivo LTG de GlaxoSmithKline Co. (Durham, UK) se preparé en iguales
condiciones que para los registros a nivel de canal Unico pero esta vez se disolvio en la

ECS a una concentracion final 100 uM.

3) Medicion de unién de ligandos

Para realizar estudios de tipo farmacoldgico se efectuaron ensayos de unién a a-BTX (de
Bungarus multicinctus) marcada con [**°1] (New England Nuclear, Dupont, Boston M.A.
USA). La alta afinidad del receptor hacia esta toxina permite una determinacion cuantitativa,

altamente especifica y relativamente sencilla.

3.1) Derivatizacion y separaciéon de  a-BTX [**°I]

Para obtener o-BTX['*I] se sigui6 el método de Hunter y colaboradores (1962). Se
disolvieron 20 nmoles de a-BTX en buffer fosfato sédico (100 mM, pH 7.4). Se incorporaron
a la toxina, 0,5 mCi de [**I] Na (A.E. 17.00 Ci/g) y 40 mg/ml de Cloramina T. La reaccion se

detuvo luego de 2 minutos por el agregado de 40 mg/ml de metabisulfito de sodio. A

continuacion el producto de esta reaccion se sembrd en una columna de Sephadex G-25
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equilibrada con el mismo buffer y mantenida a 4°C. Este procedimiento permitié separar la
bungarotoxina iodinada del excedente de yodo radioactivo, con un perfil de elusién como se

muestra en la siguiente figura:
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4,0x10°

2,0x10°

0’0 & P - PR BN R
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cpm por alicuota de cada fracciéon

Figura 3.

Se muestra el perfil de elusién de a-BTX [Ilzs].

Se colectaron alicuotas de 1 ml y se destinaron 10 pl de cada alicuota para determinar el
nivel de radioactividad, en un contador Gama en el Centro de Medicina Nuclear de Bahia
Blanca y en el laboratorio IACA de Bahia Blanca. Se calcul6 la actividad especifica segun lo
indican Hanley y colaboradores (1977), se la fracciond en volumenes de 100ul y se la

conservo a -20°C durante 30 -45 dias, periodo en el que se realizaron los experimentos.

3.2) Determinacion de la unién de  a-BTX ['*°I] a células enteras.

3.2.1) Union en superficie

Se realizaron varios tipos de ensayos que permitieron determinar la presencia o
caracteristicas propias de los AChRs de superficie. En primer lugar, se realizaron ensayos
de saturacion empleando células CHO-K1/A5, SHE-P1-ha7 y SHE-P1-ha7-Ric-3. Los
experimentos de saturacion se realizaron exponiendo a las células enteras frente a
concentraciones de a-BTX['*I] desde 0 a 100 nM de toxina radioactiva. Se realizaron en
paralelo curvas de saturacion similares, en las cuales las células se pretrataron con 10 mM

de Carb o 10 uM de a-BTX sin marcar, para poder hallar el valor de la unién inespecifica a
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cada concentracion de a-BTX[**°l]. El binding inespecifico hallado en cada punto se sustrajo
de la union de la toxina a las células no pretratadas. Se pudo graficar de esta forma curvas
de saturacién que correspondieron al binding unido especificamente. A partir de estas
curvas se realizaron las graficas de Scatchard para poder determinar con mayor precision la
constante de disociacion (Kd) y el maximo nimero de sitios de unién (Byax)-

Los ensayos cinéticos de asociacién con el ligando marcado se realizaron utilizando una
concetracion fija de a-BTX[**I] que fue de 40 nM, tomando muestras a distintos tiempos
(entre 0 y 30 min). Se evalud la radioactividad asociada a las células en funcion del tiempo.
Los ensayos cinéticos de recambio del AChR de la membrana celular se efectuaron
marcando las células durante 15 min. Posteriormente se lavaron y se procedio a incubarlas
por distintos tiempos (0-45 min) a 25°C. Se contd, en este caso, la radioactividad presente
en las células y en el medio de cultivo, cuya suma se consideré como el 100%. En todos los
casos se realizaron los ensayos de binding inespecifico en células pretratadas con nicotina
100 mM o con a-BTX sin marcar (10 pM).

Para los ensayos de desplazamiento las células CHO-K1/A5 se cultivaron en cpsulas de
35mm hasta 70-80 % de confluencia y luego se resuspendieron con PBS-EDTA. Las células
en suspension se lavaron con buffer Ringer de K* por centrifugacion a 4000 rpm y se
suspendieron en un volumen adecuado de este buffer. De esta suspension celular se
usaron 150 pl para cada muestra. A continuacién se las incubd en suspensién con
concentraciones crecientes de ACh, carbamilcolina, a-BTX, LTG o combinaciones de estas.
Cuando los ensayos de desplazamiento de la a-BTX[*?°l] se realizaron sobre las células
SHE-P1-ha7 y las SHE-P1-ha7-Ric-3 (que expresan al receptor neuronal a7 AChR), éstas
se cultivaron en cpsulas de 35 mm hasta 70-80% de confluencia y se las traté de igual
forma que las que expresan al receptor muscular de AChR. Luego de resuspenderlas en
buffer Ringer de K se las incubd en suspension con concentraciones crecientes de nicotina

o de a-BTX.
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Luego de la pre-incubacion con la droga o drogas en estudio (45 min para el AChR
muscular y 10 min para a7 AChR) se las incub6 con a-BTX[*?°l] durante 1 hora a 25°C a las
primeras mientras que sélo 15 min a las segundas. Luego se lavaron 3 veces con buffer
Ringer de K*, mediante sucesivas centrifugaciones a 4000 rpm y finalmente se disolvieron
en 400-600 ul de NaOH 0,1N. La radioactividad remanente se midié en un contador gama
con un 80% de eficiencia. El contenido en proteinas de cada muestra se determind por el
método de Lowry (1951) por duplicado en alicuotas de 100 pl de la muestras.

La unién inespecifica de la toxina radioactiva se determiné por incubacion de muestras
controles con 1mM de carbamilcolina 6 10 uM de a-BTX fria durante 45 minutos, en el caso
de AChR muscular, mientras que se utilizé 100 mM de nicotina 6 10 uM de a-BTX fria

durante 15 min para el a7 AChR.
3.2.2) Determinacion de los sitios totales de unién  de a-BTX[I'*]

Para determinar el total de receptores expresados en cada linea clonal y poder cuantificar
la relacion entre los receptores totales expresados por célula y la fraccion de los mismos
gue se encuentra en membrana, el ensayo de union con toxina radioactiva se realizd en
células permeabilizadas y/o lisadas.

El total de receptores expresados se determind en células permeabilizadas con 0,5% de
saponina. Para lograrlo se retird el medio de cultivo de cada cépsula, se lavaron las mismas
dos veces con buffer de K" Ringer y luego se agregé 1 ml de 0,5% de saponina. La misma
se retir6 inmediatamente y luego de 5 min las células se trataron como se describi6 para la
determinacion de receptores en superficie. De esta manera, se puede calcular la fraccion

de receptores totales con respecto a los expresados en membrana plasmética.

3.3) Ligazén de a-BTX unida a sonda fluorescente

Para el andlisis de la expresion de receptores a través de microscopia de fluorescencia, las
células se cultivaron sobre cubreobjetos de vidrio circular de 25 mm de diametro o

cuadrados de 18 x18 mm colocados en capsulas de 35 mm.
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3.3.1) Obtencion de imagenes

Las imagenes de fluorescencia se captaron utilizando un microscopio confocal Leica TCS
SP2 (Leica Microsystems Heidelberg GmbH) o un microscopio Nikon normal modelo Eclipse
E-600 T120 equipado con una camara Apogee K2E de 16 bits refrigerada, controlada a

-10C, SBIG modelo ST-7 (765 x 510 pixeles, 9,0 x 9,0 um pixeles, Santa Barbara, CA).
Este sistema esta controlado por el software CCDOPS (SBIG Astronomical Instruments,
version 5.25, Santa Barbara, CA, USA). Se utilizaron objetivos de inmersion 40x (1.0 N.A.)
y 60x (1.4 N.A.) para todos los experimentos como también sistemas de filtros adecuados
para cada fluoréforo en particular. Las imagenes adquiridas a 16-bit TIFF se analizaron con
los programas Scion Image o con Image J y el armado de las figuras conteniendo distintos

paneles se realizé con programa Adobe Photoshop.
3.3.2) Marcacion de AChRs expresados en la superfic e celular

La marcacién de superficie de los AChR musculares o neuronales se logré incubando las
células con a-BTX-Alexa Fluor*® 6 a-BTX-Alexa Fluor®® a una concentracion final de
1pg/ml en el medio de cultivo por 1 hs 0 15 min en hielo respectivamente. El exceso de
marca se elimin6 lavando con medio M1 (140 mM NacCl, 20 mM HEPES, 1 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 5 mM KCI, pH 7.4) antes de montar el vidrio y preparar la muestra para su

visualizacién al microscopio.
3.3.3) Marcacién intracelular

Para marcar los AChRs intracelulares, se saturaron primero los receptores de superficie por
incubacion con 1 pg/m de a-BTX o con a-BTX-Alexa Fluor*® en medio M1 durante 1 hs en
el caso de AChR muscular o 15 min para AChR neuronal. Luego las células se fijaron con
paraformaldehido al 2% durante 40 min (AChR muscular) o 10 min (AChR neuronal) y se
permeabilizaron con 0,1% Triton X-100 por 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se
incubaron con a-BTX-Alexa Fluor*®* a una concentracion final de 1 ug/ml en M1 por 1 hora

en el caso de AChR muscular o 15 min para el AChR neuronal.
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4) Medicion de supervivencia celular

Técnica de la reduccion metabdlica del bromuro de 3 -(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5
difeniltetrazol (MTT)

El ensayo de MTT es un método colorimétrico para evaluar viabilidad celular. EIl MTT de
color amarillo es reducido a formazan (violeta) en las mitocondrias de células sanas. Esta
reduccion soélo tiene lugar en las mitocondrias con enzimas del tipo de las reductasas
activas y por lo tanto este parametro es indicativo del nimero de células viables. El
compuesto de formazan es insoluble y por ende es necesario afadir alcohol isopropilico
acido para obtener una solucion coloreada (violeta) que pueda ser medida por el método
colorimétrico. La absorbancia de esta solucion se mide a 570 nm en un espectrofotémetro.
Para estudiar la viabilidad celular en presencia de LTG, se sembraron las células en placas
de 24 pocillos (5 x 10* células/pocillo). Luego de 24 hs se las incub6 en presencia o
ausencia de LTG por 24 hs determinandose los cambios en viabilidad celular luego del

agregado de MTT (1hs a 37C) y alcohol isopropilico &cido.

5) Preparacion de membranas crudas y ricas en AChR  de T. californica.

Las membranas ricas en AChR se prepararon a partir de tejido de 6rgano eléctrico de
Torpedo californica (Gutierrez Merino et al., 1995; Ferndndez Nievas et al., 2008). Todas
las mediciones de fluorescencia en cubeta se realizaron en un fluorimetro SLM modelo
4800, modelo T, usando un rayo de luz polarizado verticalmente de una lampara Hannovia
200-W mercurio/xenon con un polarizador Glan-Thompson (4-nm de apertura) y cubetas de
cuarzo. La temperatura de las suspensiones de membrana se controlé6 mediante un bafio de

agua circulante con termostato (Haake, Darmstadt, Alemania)

5.1) Medicion de fluorescencia de la sonda cristal violeta

La sonda fluorescente cristal violeta (CrV) se disolvioé en tres concentraciones stock (10 uM;

50 uM; 350 uM) y se guardd a -20C para su posterior uso en los experimentos de titulacién.
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El CrvV se agregd a cubetas que contenian membranas ricas en AChR (100ug/mL).
Después de cada agregado de CrV, las muestras se incubaron 15 min antes de realizar la
obtencion del espectro de fluorescencia.

La sonda CrV se excitdé a 600nm y la emision de fluorescencia se registr6 desde 605 nm
hasta 700 nm. Un espectro del fondo ("background") se obtuvo excitando las muestras en
las condiciones anteriormente mencionadas en ausencia de la sonda CrV. El maximo de
fluorescencia de CrV se registré a 623-625 nm. Cuando los experimentos se realizaron en
muestras de membranas ricas en AChR en estado desensibilizado, se agrego
carbamilcolina (Carb) a una concentracion final de 1 mM, incubandoselas durante 15 min

previos al agregado de la sonda CrV.

5.2) Tratamiento analitico de los registros de fluo  rescencia

Con la finalidad de determinar las constantes de disociacion (Kp) de la sonda CrV, los
valores del maximo de emision fueron puestos en funcién del logaritmo de la concentracion
de la sonda (en concentracion molar), obteniéndose de esta forma una curva sigmoidea, la
cual se ajusto con la funcién de Boltzmann pudiéndose calcular la Kp.

Con la finalidad de obtener la magnitud de unién de sonda no especifica (Lutz y Petersen,
1999) se realizaron experimentos de control con fracciones de membrana de Torpedo

californica sin AChR.

6) Cuantificacion de proteinas

Para determinar el contenido proteico de cada muestra en particular se siguié el método de
Lowry y colaboradores (1951). Para ello, las muestras se disolvieron en NaCl 0,1N y se
utilizé como estandar seroalbumina bovina (1 mg/ml), de la cual se tomaron alicuotas de 10,
20, 40, 60, 80, y 100 pL para realizar la curva estandar. A partir de esta curva se calcularon
los contenidos de proteinas de las muestras. Cada condicibn se procesd por duplicado

tomandose alicuotas de 100 pL.
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7) Analisis estadistico

Todos los datos experimentales se analizaron estadisticamente utilizando el test de Student
a dos puntas para detectar las diferencias significativas con la situacion control

correspondiente.
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el anticonvulsivo Lamotrigina”
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Blogueo del receptor nicotinico muscular por el ant iconvulsivo

Lamotrigina .

Antecedentes y objetivos

Diversas drogas tienen la habilidad de modular mediante distintos mecanismos la funcién de
los AChRs. Estas modulaciones pueden involucrar la interaccién con el sitio de unién de
agonistas, con aminoacidos en la region transmembranal, o con el poro del canal.

La LTG es un anticonvulsivo utilizado principalmente en el tratamiento de epilepsias
parciales siendo el bloqueo de canales de sodio (voltaje-dependientes) su principal efecto
farmacoldgico reportado hasta el momento (Leach et al., 1986; Cheung et al., 1992; Lang et
al., 1993; Zona y Avoli, 1997).

Dado que los AChRs musculares son canales conductores de sodio y que, segun estudios
previos, los AChRs neuronales estan involucrados en ciertos tipos de epilepsias (Barrantes,
1998) como por ejemplo, la epilepsia nocturna de Iébulo frontal autosémica dominante
(ADNFLE), en la que estan involucrados los a4f32 AChRs, decidimos estudiar si esta droga
afecta, de algun modo, la cinética de activacién de los AChRs. Para lograr nuestro objetivo

utilizamos como modelo al AChR muscular, por ser el mejor caracterizado de esta familia.

Cl

Cl

M
J\ Figura 1.

.y N NH; Estructura quimica del anticonvulsivo LTG.
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Resultados:

1) Caracterizacion de la activacion de los AChRs

Hasta el presente no se ha estudiado la accion del anticonvulsivo LTG sobre el AChR de
mamifero. Comenzamos realizando estudios con registros a nivel de canal Unico en células
CHO-K1/A5 que expresan al AChR muscular adulto en forma estable (Roccamo et al.,
1999).

El esquema mas simple que describe la activacion del AChR muscular es el siguiente (Sine

et al., 1990; Salamone et al., 1999):

k+1 k+2 B k+B
R e AR «— > AR «— AR« ARB Esquema 1.
k-1 k-2 a k-B

donde el agonista A, se asocia con el receptor R, con constantes de velocidad k.; y ki, y se
disocia con velocidades k_; y k... El receptor biligado se abre con velocidad (3 y se cierra con
una velocidad a. La constante de equilibrio de apertura del canal (8), proviene de la razén
entre las velocidades de apertura y cierre del receptor biligado (B/a). En el esquema
también se puede apreciar el estado bloqueado A,R*B, favorecido a altas concentraciones
de agonistas.

A través de estudios electrofisioldgicos a nivel de canal Unico se puede relacionar la
activacion del AChR muscular con la concentracion del agonista. Como se observa en la
Figura 2, en presencia de 1 uM de ACh, el AChR se abre con una duracion media de 950 +
110 ps y una amplitud de 5,20 £ 0,27 pA, que corresponde al receptor abierto en estado
biligado. A esta concentracion, el histograma de estados cerrados muestra dos
componentes (Figura 2b). Uno de ellos es el componente principal (mas largo) cuya

duracion depende exclusivamente de la cantidad de canales presentes en el sello y
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describe los cierres entre episodios de activacion de diferentes canales. El otro componente
es mas breve que el componente principal y corresponde a cierres dentro de un mismo
canal (transiciones entre el estado A;R y A,R*). A concentraciones superiores a 10 uM de
ACh, se pueden observar episodios repetitivos de aperturas y cierres llamados clusters
(Sakmann et al., 1980; Colguhoun y Ogden, 1988). Un cluster comienza cuando un receptor
se recupera del estado desensibilizado pasando al estado activo y termina con la nueva
desensibilizacién del mismo. Al aumentar la concentracion del agonista, los cierres intra-
clusters se hacen mas breves debido a un aumento en las velocidades de asociacién (k.1 y
k.2) generando un desplazamiento del componente mayoritario del histograma de estados
cerrados hacia tiempos mas breves (Figura 2). Sin embargo, el tiempo de estado abierto
permanece constante para todas las concentraciones del agonista, lo que indica que el

gatillado del canal es un proceso independiente de la concentracién del agonista.

a)
1uM
30pM 5.0 pA

100.0 ms
1uM

5.0 pA
30uM
10.0 ms
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Figura 2.

a) Registros del AChR expuesto a 1 y 30 uM de ACh y b) los correspondientes histogramas de
tiempo de estado abierto (izquierda), tiempo de estallido (centro) y tiempo de estados cerrados
(derecha).

Una serie de eventos de activacion repetitivos, precedidos y procedidos por intervalos de
cierre mas largos que una duracion especifica se define como tiempo de estallido o "burst".
Esta duracién corresponde a la interseccion entre el componente mas breve y el siguiente
en los histogramas de tiempo de estado cerrado. Los tiempos de bursts brindan informacion
sobre el estado abierto del canal y el estado cerrado inmediatamente adyacente (A;R* y
AR, ver Esquema 1). En los registros obtenidos a 1uM del agonista endégeno ACh se
puede apreciar que el AChR muscular se abre mayoritariamente una vez por episodio de
activacion, aunque ocasionalmente lo hace dos veces por episodio. Por esta razén, a esta

concentracion el tiempo de bursts es de 1,11 + 0,19 ms.
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2) Caracterizacion de la accion de Lamotrigina sobr e el AChR

Cuando expusimos el AChR a una concentracion fija de agonista (1 uM de ACh) y
concentraciones crecientes de LTG (1-400 uM) lo primero que pudimos apreciar fue que la
LTG no alter6 ni a 1 ni a 20 uM ningun parametro cinético del AChR. Sin embargo, entre 50
y 400 uM la LTG produjo una marcada reduccién en el tiempo de estado abierto del canal
(Figura 3).
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Figura 3.

AChRs musculares activados por ACh en presencia de distintas concentraciones de LTG. a) Los
AChRs abiertos se muestran como deflexiones hacia arriba a -70 mV. b) El tiempo de apertura (Topen)

del canal (ms) activado con 1uM de ACh se muestra en funcién de la concentracion de LTG (UM).

A continuacion analizamos si esta reduccion en el tiempo de estado abierto del canal (Topen)
podia ser consecuencia de un posible bloqueo del AChR por LTG. Estudiamos entonces si
se producian cambios en la distribucién de los tiempos de estado cerrado de los AChRs
luego de ser activados por 1uM de ACh en presencia de LTG (50-400 uM). La coaplicacion
de LTG y ACh cambié significativamente la distribucion de los mismos. Mas aun, se observo
un nuevo componente de aproximadamente 2,0 ms en los histogramas correspondientes a
los tiempos de estado cerrado del canal (Figura 4a). La duracién de este componente no
vario con la concentracion de LTG pero su importancia, dada por el area en los
histogramas, aument6 en funcién de ésta (Figura 4b). Por ello asumimos que este nuevo
componente de estado cerrado podria estar representando un componente de bloqueo
(Toioqueo) del AChR. Finalmente, se observé un cuarto componente en los histogramas de

estado cerrado a la mas alta de las concentraciones de LTG utilizadas en este Capitulo (400

HM).
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a) Histogramas de estados cerrados para cada concentracion de LTG (uM). Potencial de membrana -
70mV. b) La parte superior de la figura muestra la independencia del Tpoqueo €n funcion de la
concentracién de LTG (uM), mientras que la parte inferior de la figura ilustra el peso relativo de este

componente con respecto a todos los presentes en el histograma de tiempos de estados cerrados del
AChR.
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2.1) Caracterizacion a nivel de canal Unico del blo  queo de los AChRs por Lamotrigina.

En las siguientes secciones, describimos el mecanismo por el cual se produce la inhibicién
del AChR en presencia de LTG. Dado que la reduccién del tiempo de estado abierto del
AChR, en forma dependiente de la concentracién de una droga, es una conducta tipica de
bloqueadores de canal abierto (Neher y Steinbach, 1978), estudiamos si esta posibilidad
puede ser aplicada al comportamiento de LTG sobre el AChR. Los bloqueadores de canal
abierto siguen el siguiente esquema clasico (Adams, 1976 y 1977; Ruff, 1977; Neher y

Steinbach, 1978):

B k+b[B]
> AB Esquema 2

A
A

a k.b

en el cual C, A y AB corresponden a los estados cerrados, abiertos y bloqueados
respectivamente. Este modelo es seguido por los bloqueadores de canal abierto como QX-
222 o efedrina (Neher y Steinbach, 1978; Bouzat, 1996), en los cuales, la molécula
blogueadora se introduce dentro del poro del canal y bloquea transitoriamente el pasaje de

jones.

2.1.1) Efecto de la Lamotrigina sobre el tiempo de estado abierto del receptor

Al analizar el tiempo en el cual el canal se encuentra abierto, se puede estimar que sera
inversamente proporcional a la suma de las velocidades que lo alejan del mismo. Por lo
tanto, el tiempo medio de estado abierto (Typen) €S igual:

Topen = (0 + Kip[B])™ Ecuacion 1

Consecuentemente, 1/ Toen arroja una relacion lineal. En esta ecuacion, k., representa la

constante de bloqueo para [B] y a la velocidad aparente de cierre del canal. Aplicando la
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inversa de la ecuacion 1 (Figura 5), a los datos obtenidos de las corrientes generadas por el
AChR en presencia de 1uM de ACh y de LTG (50-400 uM) se calculé el valor de k., [LTG] a

partir de la pendiente de la curva, en 6,2 x 10°M *s™.

LTG (M x 10
Figura 5.

Inversa del tiempo de apertura del canal en funcion de la concentracion de LTG.

Este valor esta dentro de los valores de k., encontrados para otros bloqueadores de canal
abierto como pentobarbital: 6,5 x 10° M*s™ (Dilger et al., 1997); efedrina: 2,8 x 10’ M s
(Bouzat, 1996); MK-801: 2 x 10" M's™ (Amador y Dani, 1991) y QX-222: 2,0 x 10’ M™'s™
(Neher y Steinbach, 1978). El valor de a puede calcularse de la ecuacion 1 para valores de

LTG= 0 pM, lo que da un valor de 0=1086 s™.

2.1.2) Efecto de la Lamotrigina sobre el tiempo de estado cerrado del receptor

Como se menciond previamente, en los histogramas de tiempo de estado cerrado de los
AChRs expuestos a LTG (50-400 uM) y ACh (1 uM) se detecto la presencia de un nuevo
componente. A partir de su duracién ~2 ms (1/ky, en el Esquema 2), se pudo calcular la
constante de desbloqueo del canal (k) en 575 s™.

También calculamos la constante de disociacion aparente para el proceso de bloqueo (Kb),
como la razon entre k., y kix[B] obteniéndose un valor de 92,7 uM al potencial de membrana

aplicado en nuestros experimentos (-70mV).
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A continuacion analizamos la duracion del tiempo de bloqueo en funcion del potencial de
membrana aplicado (Figura 6a). Se detectd que el Tyoqueo aumentd a medida que los

potenciales de membrana se hacian mas negativos, indicando que el bloqueo por LTG es

dependiente del voltaje aplicado.

1097

403 |

:I‘/Tbloqueo(s)_l

I R I . 1 R I R 148

-100 -80 -60 -40

Figura 6.

Caracterizacion del bloqueo por LTG. a) Se grafica la duracién del tiempo de bloqueo y b) la

velocidad de desbloqueo en funcién del potencial de membrana aplicado.

La dependencia al voltaje de la velocidad de desbloqueo (k,,), la determinamos mediante la

regresion lineal de los valores experimentales en un grafico logaritmico (Figura 6b) donde:

Ln [k (V)]= LN [toogueo(V)] ™ = 8,22501+0,03045 x V

V esta expresado en mV y k, en s™. De esto resulta:

Ko (V) = [toioqueo(V)] " = 3733,15 x e ©0%045x) = 3733 15 x e (V429)

Esto nos permite determinar que el tiempo de bloqueo cambia e veces cada 32,8 mV lo que

estaria indicando una fuerte dependencia del voltaje en el proceso de desbloqueo.
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2.1.3) Efecto de la Lamotrigina sobre el tiempo de estallido del receptor

El estudio de los tiempos de los estallidos (Tourst) también contribuye a caracterizar la accion
bloqueante de un compuesto. Basdndonos en el Esquema 2, si el bloqueador se disocia
rapidamente del canal, se esperaria que las aperturas ocurriesen en estallidos debido a que
éste se bloquea y desbloquea varias veces antes de cerrarse (Colquhoum y Hawkes, 1983).
Los estallidos representan una serie de eventos de aperturas de un AChR separadas por un
tiempo critico de cierre. Para el presente trabajo se defini6 este tiempo critico como la
interseccién entre los dos componentes de los histogramas de tiempo de estado cerrado de
los AChRs (ver Materiales y Métodos). Cabe resaltar que en los registros se observaron
aperturas seguidas de cierres breves. Este fendmeno conocido como flickering se produce
cuando un blogueador sigue el Esquema 2. El flickering producido en presencia de LTG
puede observarse en la Figura 3a.

Al exponer los AChRs a 1 uM de ACh y LTG (50-400 uM) se pudo apreciar la aparicion de
un nuevo componente de Tpys (Figura 7). Este Ultimo Tpyst O Thurst 2 INCrementd su duracion
en funcion de la concentracion de LTG aplicada. EI componente de Tyt Original 0 Thyrst 1,
tuvo una duracion similar al Tepen, 10 cual seguramente refleja aperturas individuales del
AChR, mientras que Tuus2, Mas largo en duracion, probablemente refleja aperturas seguidas
por interrupciones breves del canal (Figura 7). Este comportamiento es esperable para un
bloqueador de canal abierto ya que el bloqueo ocasionado por la LTG, provoca la transicion

entre los estados Ay AB (Esquema 2).
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a) Histogramas de los estados de bursts para cada concentracién de LTG (uM). Potencial de

membrana, -70mV. b) Relacion entre el tiempo de burst y la concentracion de LTG (UM).

También se calcul6 el nimero de aperturas por bursts (N aperuras/OUrSts) a partir de la
siguiente ecuacion:

N aperuras/bursts= (a + ki [B]) / o

Ecuacion 2

Al graficar el N gpenuras/bursts en funcion de la concentracion de LTG observamos un

aumento en forma lineal de este parametro con el incremento de la concentracion del
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anticonvulsivo (Figura 8). A demés, del andlisis de regresion lineal pudimos estimar el valor

de k., /0 en 8351,56 M como el valor de la pendiente de la curva.

N e rturas/burst

0 100 200 300 400

LTG (uM)

Figura 8.
El Numero de aperturas por bursts (N aperuras/bUrsts) aumenta en forma lineal con la concentracion de

LTG (uM).

Dado que por definicion el Taperura POr burst es igual a:
Taperturax N aperturas/burst = (1/(] +k+b[B]) X [(G + k+b [B])/ a]

entonces el tiempo total de apertura por burst deberia ser igual al tiempo de apertura en

ausencia del bloqueador:
Tapertura X N aperturas/DUrst = 1/a para [B] =0 uM

Podemos entonces calcular el valor de a y asi obtener un valor para k., en 7,61 x 10° M*s™.

Este valor es muy cercano al valor obtenido a partir de los datos de la Figura 5.

2.1.4) Efecto de la Lamotrigina sobre la amplitud d e las corrientes del AChR

Por dltimo se analizé la corriente generada por el AChR tras ser activado por ACh (1uM) en
presencia de LTG (50-400 pM). Se pudo observar una leve disminucion de la misma al

incrementar la concentracion de LTG (Figura 9). Aunque este modelo (Esquema 2) no
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predice cambios en la corriente del AChR, una disminucién aparente de la misma puede

deberse a un rapido bloqueo del canal.

E\I\E\I

K

amplitud (pA)
P N W A~ 01O

0 100 200 300 400
LTG (uM)
Figura 9.

Relacion entre la amplitud de las corrientes generadas por ACh (1uM) en funcién de la concentracion
de LTG (uM).

3) Estudio de la viabilidad de las células tratadas con LTG

Bajo condiciones terapéuticas, la concentracion de LTG en plasma y en liquido
cerebroespinal se encuentra en el rango de 10-40 pM aunque se han detectado valores por
encima de 100uM en casos de sobredosis (Beran et al.,, 1994). Dado que las
concentraciones de LTG utilizadas en este trabajo de Tesis son similares a las encontradas
en los fluidos corporales de personas en tratamiento, quisimos estudiar si las células CHO-
K1/A5 luego de ser expuestas a la LTG mostraban alguna modificacion en su morfologia o

en su viabilidad.

Comenzamos observando si se produce alguna modificacion en la morfologia de las células
CHO-K1/A5 luego de incubarlas durante 24 hs en presencia de diferentes concentraciones
de LTG (25-200 pM) usando como control células CHO-K1/A5 incubadas en medio de
cultivo sin el agregado de LTG. En estas condiciones, no observamos ninguna maodificacion

en el aspecto de las células con respecto a la situaciéon control (datos no mostrados).
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Como se describe en Materiales y Métodos, se utilizd el ensayo de MTT para evaluar
viabilidad celular. EI MTT, de color amarillo, es reducido por las mitocondrias de las células
sanas a formazan, de color violeta. Este se solubiliza con el agregado de alcohol
isopropilico acido y se puede realizar una cuantificacion de las células viables midiendo la
absorbancia de esta solucion a 570 nm en un espectrofotometro. Las medidas de

absorbancia fueron normalizadas con respecto a la condicion control en cada caso.

A continuacién se incubaron las células CHO-K1/A5 en ausencia (control) y presencia de
diferentes concentraciones de LTG (25-200 uM) durante 24 hs y luego se les realizo el
ensayo de MTT (Figura 1l1a). Las células expuestas a la LTG, no vieron afectada su
viabilidad celular con respecto a las células control. Seguidamente, se quiso estudiar si la
LTG ejercia algun efecto frente a un estimulo nocivo como es la deprivacién de suero en el
medio de cultivo durante 24 hs (Figura 11b). En ausencia de suero, la viabilidad celular
disminuyé en un 15% (controles, p<0,001). Sin embargo, cuando las células se incubaron
bajo estas mismas condiciones pero en presencia de LTG (50 uM) este parametro no se vio

afectado (Figura 11b).
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a) Valores de viabilidad celular obtenidos para células CHO-K1/A5 tratadas con la LTG durante 24 hs en
medio completo. La primera columna representa la condicidon control. La concentraciéon de LTG (uM) se
muestra en cada barra. b) Muestra el efecto de la LTG sobre las células CHO-K1/A5 y c) sobre la linea
parental CHO-K1. CM es la condicién control (células en medio completo); SFM corresponde a las
células deprivadas de suero; SFM + LTG corresponde a las células deprivadas de suero en presencia de
50 uM LTG. Los datos estan representados por el promedio de mediciones de viabilidad + desvio
estandar de por lo menos tres muestras en cada condicion. * p<0,005; ** p<0,001, con respecto a la

condicion control.

Se repitieron estos experimentos sobre la linea celular parental CHO-K1 a fin de determinar si
el efecto observado en las células CHO-K1/A5 involucra al AChR. Cabe resaltar que la
diferencia entre estas dos lineas celulares es que las CHO-K1/A5 (Roccamo et al., 1999)
expresan heter6logamente al AChR muscular adulto, mientras que las CHO-K1 no lo hacen.
Las células CHO-K1 al igual que las CHO-K1/A5 fueron sensibles a las deprivacion de suero
por 24 hs, determinado por el ensayo de MTT (Figura 11c). Llamativamente, la incubacion de
estas células con LTG (50 uM) durante 24 hs en ausencia de suero no produjo proteccion
detectable, lo que fuertemente sugiere que la expresion de los AChRs estaria involucrada en la

proteccion ejercida por LTG frente a la deprivacion de suero (Figura 11c).
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Discusion

Los AChRs se ven afectados por una amplia variedad de compuestos farmacologicos
llamados inhibidores no competitivos (INC). Estos varian en sus estructuras como también
en sus propiedades fisicoquimicas, lo cual determina que los mecanismos por los cuales
actuan sobre los AChR son diversos. Existen tres mecanismos basicos para inhibir el paso
de iones por el poro del canal de los receptores: 1) bloqueo estérico (Neher y Steinbach,
1978), 2) inhibicién alostérica (Dilger y Brett, 1991; Bouzat y Barrantes, 1996); y 3)
modificacion de la velocidad de desensibilizacion (Boyd y Cohen, 1984). El objetivo del
trabajo desarrollado en este capitulo consistié en determinar si existe alguna interaccion
entre el anticonvulsivo LTG y el AChR.

La comparacion entre la cinética del AChR muscular activado por ACh, su ligando natural, y
la misma en presencia de concentraciones crecientes (50-400 uM) de LTG, nos permitio

caracterizar ala LTG como un INC del AChR dado que en estas condiciones:

a) El tiempo de apertura del canal disminuy6 en funcién de la concentracion aplicada de

LTG.

b) La duracion de los periodos de bloqueo fue independiente de la concentracion aplicada

de LTG.

c) Se produjo un aumento en el area relativa del componente de bloqueo en los

histogramas de estados cerrados.

d) La duracion de los bursts aumenté a medida que lo hizo la concentracion aplicada de

LTG.

e) La amplitud de las corrientes analizadas en presencia de LTG (100-400 puM) disminuyo

al incrementar la concentracion de la droga.

Al notar estos cambios en la cinética del canal en presencia del anticonvulsivo quisimos

aplicar un modelo que se ajustara a estas condiciones. El modelo mas simple de bloqueo de
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un canal es el propuesto por Neher y Steinbach (1978) en el cual la molécula bloqueadora
se introduce en el poro del canal y bloquea transitoriamente el pasaje de iones (Esquema
2). Si el bloqueador se disocia rapidamente se espera que las aperturas ocurran en estallido
debido a que el canal se bloquea y desbloquea varias veces antes de cerrarse (Colquhoun y

Hawkes, 1983). Por lo tanto si la LTG siguiese este modelo se esperaria ver:

1) reduccion en el o6, €n funcion de la concentracion de la molécula bloqueadora.

2) aumento del &rea del componente mas breve del histograma de tiempo de estado

cerrado Tqese1 €N funcion de la concentracidén de la molécula bloqueadora.

3) surgimiento de un nuevo componente de tiempo de estado cerrado que represente el

Tbloqueo-

4) prolongacion del tiempo de estallido del canal Ty, €n funcién de la concentracion de la

molécula bloqueadora.

5) que la amplitud de la corriente generada por el canal no se modifique.

La aplicacion de LTG (50-400 uM) en presencia del agonista cumplié a excepcién del tltimo
punto, con todos los cambios esperados por este modelo. Sin embargo, la disminucion
aparente de la amplitud de las corrientes observada en presencia de LTG puede deberse al
rapido bloqueo del canal por LTG aunque esta no sea una caracteristica predecida por este

modelo (Dilger y Brett, 1991).

Diliger y Brett (1991) presentaron un modelo alternativo (Esquema 3) para moléculas
bloqueadoras de canal abierto donde se incorpora el estado CB, que corresponde al estado

cerrado blogueado:

B k+b[B] B
> » _—>
(O A < AB CB Esquema 3
a Ko o
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Si el compuesto bloqueador siguiese este esquema también se esperaria ver una reduccion
en el Toen en funcion de la concentracion de la molécula bloqueadora. Sin embargo, este
modelo predice que la duracion de los Ty debe disminuir en funcién de la concentracion
de la molécula bloqueadora dado que el receptor tiene la posibilidad de pasar directamente
a un estado cerrado del canal. Como se menciond previamente, la presencia de LTG
aumento la duracién de los Tuust €n funcién de la concentracion aplicada. Por lo tanto el
modelo presentado en el Esquema 2 es el que mejor se ajusta con nuestros resultados.

A partir del analisis de los registros electrofisiolégicos obtenidos pudimos calcular la
constante de bloqueo k., [LTG] en 6,2 x10° M™s™. Este valor es muy similar al calculado
para otros bloqueadores de canal abierto como hexanol: 2,4 x10° M*s™, isoflurano: 1,3 x10°
M's™?, enflurano: 1,4 x10° M*s™ (Dilger y Brett, 1991), pentobarbital: 6,5 x10° M*s™ (Dilger et
al., 1997), efedrina 2,8 x10’ M's™ (Bouzat, 1996), MK-801: 2,0 x10" M*s™ (Amador y Dani,
1991) y QX-222: 2,0 x10" M*s™* (Neher y Steinbach, 1978) entre otros.

También calculamos la constante de desbloqueo para LTG, k,, [LTG]. Este valor representa
la velocidad de desbloqueo del canal y por lo tanto es reflejo de la apariencia que tiene el
canal en presencia del bloqueador. Para compuestos con una k,, [B] muy rapida como el
butanol (20000 s™), al ser tan alta la velocidad de desbloqueo, la mayoria de los eventos
individuales de bloqueo no son detectados y so6lo se observa una disminucion en la amplitud
de los canales. Para compuestos con una k., [B] muy lenta como el decanol (100 s™) es tan
lenta la disociacion del receptor que el decanol permanece unido al canal y
consecuentemente esto se ve como si el mismo estuviese mas tiempo en el estado cerrado.
Finalmente los compuestos con una k., [B] intermedia como el octanol (480 s™) o el hexanol
(1500 s™) presentan una velocidad de disociacion adecuada para poder observar el
fenomeno de flickering, es decir, las pequefias transiciones entre los estados abierto y

bloqueado. La k., [LTG] se calculé en 575 s™ lo que coincide con el aspecto esperado para
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los canales activados por ACh en presencia del anticonvulsivo a esta velocidad de

desbloqueo (Figura 3a).

Control ‘

I [

L LU LN —
1] 1]

Esquema que representa el aspecto de los canales en funcion de la velocidad de desbloqueo k, [B].

k.p [B] rapida

k.p [B] intermedia

k. [B] lenta

La constante de disociacién aparente para el proceso de blogueo (Kb) se calcul6 a partir de
la razon entre k;, y ki, [B] en 093 pM. Este valor es similar al reportado para epibatidina
(100 uM (Prince y Sine, 1998), octanol 115 uM y hexanol 0620 uM, otros bloqueadores de

canal abierto.

La dependencia al voltaje del tiempo de bloqueo (Tyoqueo) €S Otro parametro a tener en
cuenta para la caracterizacion de los bloqueadores de canal abierto. En este capitulo
calculamos que la velocidad de desbloqueo cambia e veces cada [(B3 mV. Este valor es
similar al reportado para el bloqueador QX-222, [69 mV (Neher y Steinbach, 1978).
Creemos que una molécula sola de LTG pareceria estar involucrada en el bloqueo del canal
ya que la duracion del estado “bloqueado” no aumentd con la concentracion de LTG, en
contraposicion con informes anteriores sobre la accion de otro bloqueador de canal abierto

del AChR muscular como la tacrina (Prince et al., 2002).

Cabe resaltar que las modificaciones observadas en la cinética del AChR a 50 uM de LTG y

acentuadas a concentraciones superiores del anticonvulsivo se corresponden con los
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niveles de LTG hallados en los fluidos corporales de personas en tratamiento. Por ello
decidimos estudiar si se veia afectada la viabilidad en las células expuestas a LTG.

Observamos que,

a) la viabilidad celular no se vio afectada por la presencia de la LTG (25-200 puM).

b) Frente a la deprivacion de suero por 24 hs, la viabilidad de las células CHO-K1/A5
disminuyé significativamente (p<0,001), pero que en presencia de LTG 50 uM, este

compuesto compenso los efectos nocivos de la deprivacion de suero.

c) Frente a la deprivacion de suero por 24 hs, la viabilidad de las células CHO-K1
disminuyé significativamente (p<0,001) y en este caso la presencia de LTG 50 uM no

compenso los efectos nocivos de la deprivacién de suero.

Estudios recientes indican que la LTG (1-50 puM) puede inhibir los dafios producidos en las
mitocondrias y la muerte celular inducida por los inhibidores del complejo | de la cadena
transportadora de electrones, rotenona y 1-metil-4 fenilpiridinio (MPP+) en células PC12
(Kim et al., 2007). Estas drogas reducen la viabilidad celular en forma similar a la producida
por la neurotoxicidad parkinsoniana. Al inhibir al complejo | de la cadena transportadora de
electrones, se produce un exceso de especies oxigeno reactivas (ROS) que actdan
aumentando la permeabilidad de la membrana mitocondrial, con la consecuente muerte
celular. Las ROS actuan también relocalizando a BAX desde el citosol hacia la membrana
mitocondrial, participando en la liberacién de citocromo c y activando caspasas (Kim et al.,
2007). Los autores de este estudio concluyen que la LTG podria ejercer su accion
protectora inhibiendo la formacién de ROS.

Otro estudio demuestra que la proteccién de la LTG frente a MPP+ no se produce por la
activacion del catabolismo de esta dltima ya que LTG no interactta con la
monoaminaoxidasa B (Southam et al., 2005) ni con el citocromo P450 (Anderson, 1998). Sin
embargo existen estudios (Loschmann et al., 1995) que demuestran que la LTG no protege

de la toxicidad inducida por 6-hidroxidopamina, la neurotoxina mas ampliamante utilizada en
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el desarrollo de modelos experimentales de la enfermedad de Parkinson en roedores, que
también posee una potente accion inhibidora de la cadena respiratoria mitocondrial, con la
consecuente muerte neuronal ligada fundamentalmente a la formacion de H,O,, radicales
libres tipo hidroxilo (OH") y quinonas que se producen en su metabolizacion. Por lo tanto,
hasta ahora no ha sido esclarecido cual es el mecanismo por el cual la LTG protege a las
células.

En nuestro trabajo observamos que los AChRs estarian involucrados en el efecto protector
frente a la reduccién de la viabilidad celular provocada por la deprivacion de suero en
presencia de LTG. Surge naturalmente la pregunta de cédmo en ausencia de un agonista
(que abra el canal) un bloqueador de canal abierto pueda influir sobre la actividad del AChR.
Es importante destacar que la probabilidad de apertura del AChR en ausencia de agonista
es muy baja (Jackson, 1984).

Estudios recientes han mostrado que la nicotina protege a las células SHSY-5Y, que
expresan al receptor neuronal a7AChR, de la toxicidad inducida por Salsolinol (1-metil-6,7-
dihidroxi-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina), un metabolito de la dopamina, ejerciendo efectos
antiapoptéticos directamente a través del a7AChR (Copeland et al., 2007). Por lo tanto,
nuestro siguiente obijetivo fue tratar de dilucidar qué otro tipo de interaccion se produce
entre la LTG y el AChR, ya que un simple bloqueo de canal no puede ser el responsable de

los efectos observados sobre la viabilidad celular.
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“Activacion del receptor nicotinico muscular

por el anticonvulsivo Lamotrigina”
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Activacion del receptor nicotinico muscular por el anticonvulsivo

Lamotrigina

Antecedentes y objetivos

En el Capitulo anterior estudiamos la accién de la Lamotrigina sobre los AChRs en
presencia del agonista natural, la ACh. A continuacién, estudiamos si la LTG tiene efectos

directos sobre el AChR, en ausencia de ACh.

Resultados

1) Caracterizacion de la accion de la LTG sobre el ~ AChR

Para responder esta pregunta, expusimos a los AChRs expresados en las células CHO-
K1/A5 a un amplio rango de concentraciones de LTG (0,05-400 uM) utilizando nuevamente
la técnica electrofisioldgica de patch-clamp en la configuracion célula adherida (Figura 1).

De esta manera comprobamos que la LTG era capaz de activar a los AChRs en ausencia

de su agonista natural, la ACh.
Mmﬂwmm 0.05 uM
W W"J WWW 100 M
M«ﬂ::, Wb ‘m “ pw 2.50 uM

Figura 1.
Registros de las corrientes del AChR 5.00 uM
a nivel de canal Unico generadas por

s 2004

la exposicion a las concentraciones
indicadas de LTG (uM). WMW»\WILMMN o

100 uM

MMWMMMWWWW ]
5.0 pA
PNt sy 400 LM

10.0 ms
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1.1) Caracterizacion de la activacion de los AChRs por LTG

En las siguientes secciones estudiamos los distintos pardmetros cinéticos del receptor tras

ser activado por LTG.

1.1.1) Caracterizacion del tiempo de estado abierto  de los AChRs activados por LTG.

Comenzamos analizando la duracion del tiempo durante el cual el canal permanece abierto
(Topen) luego de ser activado por el anticonvulsivo (Figura 2 y Tabla 1). Observamos que a
las concentraciones de LTG mas bajas usadas (0,05-5 pM) el Tgen NO vario
significativamente mientras que a concentraciones superiores a 20 PM se produjo una

disminucion de este parametro.

1,25
1,00 -

o 1] I

0,50

Topen (ms)

02| [} 0

0 50 100 150 200 250 300 350 400

LTG (uM)

Figura 2.
Dependencia del tiempo de estado abierto de los AChRs en funcion de la concentracién indicada de
LTG (uM).
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| LTG(UM) | Topen(ms) | D.E.(ms)
| 005(M=3) | 0899 | 0081
| 010(n=5) | 0922 | 0,129
| 025(=3) | 093 | 0,067
| 1,00(n=6) | 0920 | 0,080
| 250(=4) | 0870 | 0,077
| 500(n=3) | 0772 | 0,137
| 200(n=4) | 0712* | 0,107
| 500(n=5) | 0,630 | 0,096
| 100(n=6) | 0,398* | 0,060
| 200(n=3) | 0,290 | 0,060
| 400(n=3) | 0,260 | 0,050

Tabla 1.
Variacion del tiempo de estado abierto de los AChRs activados por LTG. Los datos estan
representados por el promedio de mediciones de Tqpen = desvio estandar (D.E.) de por lo menos tres

muestras en cada condicion.* p< 0,05; ** p< 0,001 con respecto al Topen @ 0,05 uM de LTG.

1.1.2) Caracterizacion de los tiempos de estado cer rado de los AChRs activados por

LTG

A continuacion analizamos el tiempo y la distribucion de los estados cerrados del AChR
activado por LTG. Los histogramas de cierre (Figura 3) presentaron dos componentes
principales hasta 20 uM de LTG. A partir de 50 uM de LTG se comenzd a ver un tercer
componente de ~1,50 ms de duracion, el que permanecié constante desde 50 a 400 pM
aungue no asi su area en los histogramas. Esta se incrementé en funcion de la
concentracion de LTG aplicada en el sello. Por ultimo, se pudo apreciar un cuarto

componente a las concentraciones mas altas utilizadas en este estudio (200 y 400 uM) el
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cual muy probablemente se deba a

concentraciones de la droga (Cachelin et al., 1989).
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1.1.3) Caracterizacién de los tiempos de estallido  de los AChRs activados por LTG

Se realizo el analisis de los tiempos de estallido del AChR activados por LTG como se
describe en Materiales y Métodos (Figura 4). De esta manera pudimos ajustar con un Unico
componente al 1, para concentraciones de LTG entre 0,05y 1,00 uM de LTG. A partir de
de 2,5 uM de LTG los histogramas de tiempo de estallido debieron ser ajustados con dos
componentes. El mas breve Tpys  con duracién similar al tiempo de apertura de los eventos
individuales, mientras que el mas largo, Tuuse, de aproximadamente 2 ms, posiblemente

responda a la existencia de mas de una apertura por episodio.
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Figura 4.
Histogramas de los tiempos de estallido del AChR activados por LTG (UM).

Considerando que el tiempo de estallido del canal aumenta en funcién de la concentracion
de LTG aplicada en el patch y que el tiempo promedio de apertura del AChR activado por
LTG disminuye en funcién de la concentracion de LTG, cabria observar mayor numero de
aperturas por burst en funcion de la concentracibn de la LTG aplicada (Figura 5).
Efectivamente, el nUmero de eventos por estallido aument6 de 1,61 + 0,15 a 0,05 uM LTG

(n=3) a 6,43 + 1,44 a 400 yM LTG (n=3).
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/ burst

neventos
w N
T T
-
-y
——
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Figura 5.
Numero promedio de aperturas del AChR dentro de un estallido graficado en funcién de la

concentracion de LTG (uM) aplicada.

1.2) Parametros cinéticos del AChR activado por LTG

A continuacién intentamos calcular las distintas constantes cinéticas del AChR activado por
LTG. Teniendo en cuenta los datos obtenidos en el Capitulo 1 (LTG puede bloquear a los
AChRs activados por 1 uM ACh a concentraciones superiores a 50 uM) optamos por
calcular las constantes cinéticas del AChR en un rango de concentraciones donde
estuviésemos seguros que el Unico efecto posible de la LTG fuese la activacién del
receptor, es decir donde no se vieran efectos como la disminucion de tiempo de estado
abierto, etc.

Para evaluar la cinética de activacion del AChR por LTG recurrimos al andlisis de eventos
sucesivos de estallidos obtenidos a concentraciones bajas (0,05 - 1 puM). A estas
concentraciones la reapertura del canal es mas lenta debido a bajas velocidades en los
pasos de asociacion (Esquema 1 en Capitulo 1). Los histogramas de tiempo de estallido del
canal activados por LTG muestran un Unico componente que se corresponde con el tiempo

de apertura del AChR. Por ello podemos concluir que a estas concentraciones de LTG
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(0,05 - 1 puM) los AChRs se abren mayoritariamente s6lo una vez por episodio de activacion
(Figura 4).

Los histogramas de cierre (Figura 3) se ajustan correctamente con dos componentes, uno
mas largo, que corresponde a cierres entre episodios de activacion de diferentes canales y
gue esta relacionado con el nimero de canales en el patch, y otro mas corto, que
corresponde a transiciones entre los estados AR* y A,R. Los parametros cinéticos
medibles a estas concentraciones de LTG se relacionan con el Esquema 1, Capitulo 1 de la

siguiente manera:

1. (Tiempo medio del componente mas breve de cierre)=1/ ( + k.);
At (areade 1) =B/ (B + ko);

Tourst (TieMpo de estallido) = (1+ B/ k) (1/ a).

De esta manera, se pueden determinar las constantes de apertura (B), la velocidad de cierre

(a) y la velocidad de disociacién (k) de LTG al AChR (Tabla 2).

AChR [ a (s B(s? ) k-2 (s7)

ACh 1400 + 30 | 49000 35 57400 * 2300

LTG 1219 + 42 200 + 84 0,206 4025 + 1617

Tabla 2.

Parametros cinéticos de los AChRs activados por LTG y ACh. Los datos para ACh fueron extraidos
de Bouzat et al. (2000). Estos parametros provienen de estudios de canal Unico del AChR muscular
adulto expresado en células HEK-293. Los valores para LTG, en cambio, corresponden a calculos
efectuados en esta Tesis sobre los estudios electrofisioldgicos realizados para el AChR muscular

adulto expresado en células CHO-K1/A5.

El analisis realizado a partir de estas ecuaciones muestra que los AChRs activados por LTG

presentan una velocidad de apertura de 200 + 84 s™, una velocidad de cierre del canal de
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1219 + 42 s*, similar a la observada con el agonista natural ACh, una constante
microscopica de disociacion del ligando de 4025 + 1617 s™ -por el contrario muy inferior a la
de la ACh- y una constante de gatillado del canal, 8 de 0,206. Si comparamos este Ultimo
valor con el descrito para ACh (Bouzat et al., 2000) podemos apreciar que la LTG exhibe
una marcada disminucién en el valor de 6 en comparacién a canales activados por ACh,

sugiriendo una menor eficacia para activar los AChRs.

2) Corrientes macroscopicas del AChR

A continuacion estudiamos si el AChR expresado en células CHO-K1/A5 es capaz de

generar macrocorrientes cuando se lo expone a LTG.

A modo de control aplicamos un pulso de 50 yM ACh de 2 segundos de duracion a distintos
potenciales de membrana (=80, -70 y -50 mV) sobre las células CHO-K1/A5. Como
respuesta, obtuvimos macrocorrientes tales como las que se observa en la Figura 6a.
Seguidamente, aplicamos sobre otra célula, de una capsula diferente, un pulso de 100 yM
LTG de 2 segundos de duracion (Figura 6b). Procedimos de esta forma para evitar que
guede ACh en el bafio de la capsula que pudiese generar dudas sobre el agonista
responsable de la apertura de los AChRs. Como se muestra en la Figura 6b, la LTG activo a

los AChRs y la respuesta fue dependiente del potencial de membrana aplicado.
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250 pA

0.25 sec

0.25 sec

Figura 6.

La LTG activa corrientes macroscépicas en los AChRs expresados en células CHO-K1/A5. a)
Corrientes macroscopicas en respuesta a la aplicacion de pulsos de 2 segundos de 50 uM ACh a
diferentes potenciales de membrana (-80, -70 y -50 mV), y b) pulsos de 2 segundos de LTG (100 uM)
sobre los AChRs (-110, -90, -80, y -70 mV).

3) Efectos de la LTG sobre launionde la  a-BTX a células CHO-K1/A5 vivas.

Con la finalidad de estudiar la capacidad de LTG de interactuar con el sitio de unién de ACh
medimos el desplazamiento de la a-bungarotoxina (a-BTX[*?l]) del AChR.

Se realizaron dos series de experimentos. En primer lugar se midio la tasa inicial de ligazén
de a-BTX[**I] en células CHO-K1/A5 después de preincubar a las mismas durante 30
minutos con LTG (10%-10° uM). Inesperadamente, en el rango de concentraciones
estudiadas, la LTG no desplazé a la a-BTX[**I] del sitio de unién del AChR (Figura 7a).

En segundo lugar, preincubamos las células CHO-K1/A5 con carbamoilcolina (Carb) o con
el antagonista a-BTX (Figura 7b). Ambos compuestos inhibieron la unién de a-BTX[***]] al
AChR. Calculamos entonces el ICsq para la inhibicion por Carb y por a-BTX en 35 uM y 36
nM, respectivamente (Figura 7b). Seguidamente, decidimos preincubar a las células CHO-

K1/A5 con una concentracion fija de LTG (100 yM) y concentraciones crecientes de Carb
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(Figura 7b). Esto provocO que la curva de inhibiciobn para Carb se desplace hacia la
izquierda, es decir, la incubaciéon conjunta con LTG caus6 una disminucién en el valor de

ICso ((R.6 uM) lo que indica que la LTG genera un aumento en la afinidad de Carb por el

AChR.
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a) La unién de a-BTX[**’I] al AChR expresado en células CHO-K1/A5 no se reduce por LTG. b)

125

Reduccion de la union de a-BTX[“’I] al AChR por competencia con Carb (triangulos), a-BTX

(circulos) y Carb méas 100 uM LTG (cuadrados).
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4) LTG no inhibe la unién del antagonista  a-BTX al AChR

Con el fin de confirmar la falta de inhibicién de la unién de la a-BTX[***I] al AChR por LTG,

se marcaron células CHO-K1/A5 in vivo con a-BTX- Alexa Fluor*®® (Figura 8).

-
Figura 8.

Las células CHO-K1/A5 se trataron en medio libre de suero durante 2 hs en ausencia (a y ¢) o

presencia de: 100 puM Carb (b), 50 pM LTG (d), o durante 24 hs en ausencia (e) o presencia (f) de

300 pM LTG. Los AChRs de la superficie de las células CHO-K1/A5 se marcaron con la sonda

488

fluorescente a-BTX -Alexa Fluor™". La barra indica 10 pm.
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A continuacion se realiz6 la deteccion de la expresion en superficie del AChR. Se procedié
de la siguiente manera: después de preincubar a las células CHO-K1/A5 durante 2 hs con
100 uM Carb, la fluorescencia de la superficie de las células se evalu6 por estudios de
microscopia de fluorescencia, comparandolas con células incubadas sin Carb (control).
Como era de esperar, al competir el agonista Carb con la a-BTX -Alexa Fluor*® por el sitio
de unién en el AChR, se observé una reduccién considerable de la marcacion del receptor
en la membrana plasmética (Figuras 8a y b). Al realizar el mismo experimento -pero esta
vez preincubando a las células durante 2 hs en presencia de 50 yM LTG (Figuras 8c y d)- la
marcacion en la superficie celular no se vio afectada con respecto al control. Procedimos
entonces a aumentar el tiempo de incubacién y la concentracién de LTG para ver si bajo
estas condiciones experimentales se podia observar alguna modificacion en los niveles de
marcacion de la a-BTX-Alexa Fluor*®. Para ello, preincubamos a las células CHO-K1/A5
durante 24 hs con 300 uM LTG (Figuras 8e y f). Aun bajo estas condiciones no se
observaron diferencias con respecto a células incubadas en ausencia de LTG por el mismo
periodo de tiempo.

Estos resultados confirman lo observado en los experimentos de ligazén con a-BTX[*?l],

indicando que la LTG no desplaza al antagonista candnico competitivo a-BTX de su sitio de

union en el AChR.

5) Bloqueo del AChR por Lamotrigina.

Por més que la activacion del AChR se produjo en todo el rango de concentraciones
probadas de LTG (0,05-400 uM), a partir de 20 uM se observé una disminucion significativa
en el tiempo de estado abierto del canal (Figura 2 y Tabla 1). Esta disminucion en la
duracion de Tepen S€ Vio acompafada de un aumento del T, (Figura 4) y el surgimiento de

un nuevo componente de aproximadamente unos 1,5 ms de duracién en los histogramas de
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tiempo de estados cerrados del canal (Figura 3). Todos estos datos sugerian que a
concentraciones superiores de 20 UM de LTG la droga podria inhibir al AChR. A diferencia
del Capitulo anterior, en el cual los canales eran activados por ACh y bloqueados por LTG,

en esta seccion estudiamos el bloqueo de los AChR activados por LTG.

5.1) Andlisis de los parametros cinéticos del AChR bloqueado por LTG

Los histogramas de cierre presentan dos componentes principales hasta concentraciones
de LTG de 20 uM. A partir de 50 uM se comienza a ver un tercer componente de ~1,50 ms,
al cual denominamos Tyioqueo- SU duracion permanece constante desde 50 a 400 pM, aunque
no asi su correspondiente area (amplitud cinética) en los histogramas, la cual aumenté en
funcion de la concentracién de la LTG. A las concentraciones mas altas de LTG (200 y 400
pHM) utilizadas en esta Tesis se puede apreciar la presencia de un cuarto componente, el
cual, tal como explicaramos anteriormente, muy probablemente sea consecuencia de la
desensibilizacién producida por estas altas concentraciones de la droga sobre el canal
(Cachelin et al., 1989).

Dada la similitud de los efectos originados por LTG a estas concentraciones con los
observados en el Capitulo anterior, cuando el AChR era activado por ACh y bloqueado por
LTG, estudiamos si en este caso también se producia un bloqueo de tipo de canal abierto
sobre el AChR activado por LTG, es decir, sila LTG estaba ejerciendo un efecto dual sobre
el receptor: activador y bloqueador.

Si se aplica el modelo de bloqueo simple de canal abierto (ver Capitulo 1) a la accién
ejercida por la LTG sobre el AChR (Figura 9) se pueden calcular la constante de bloqueo
(k+» [B]), la constante de desbloqueo (k,,), la constante de cierre (a) y, a partir de k., [B] y de

k,, [B], la constante aparente de disociaciéon (Kd).
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Figura 9.

Inversa del tiempo de apertura del AChR en funcién de la concentracion de LTG (M) aplicada.

A partir de la pendiente de la curva se calcul6 k,,[B], arrojando un valor de 7,68 x 10° M*s™,
mientras que la constante de cierre del AChR se calculd de la interseccion de la recta con
el eje de la ordenada al origen en 1234 s, También calculamos k;, a partir de 1/Tpioqueo
(1/ks) en 611 s™. Finalmente calculamos la constante aparente de disociacién Kd, en 77,4
MM. Cabe resaltar que el valor de a estimado por este método mostré coincidencia con el
valor calculado a partir del tiempo de estallido (Tabla 2). De esta forma podemos completar

las diferentes constantes en el Esquema 2 (Capitulo 1) de la siguiente manera:

200 st 7,68 x 10° Mts?
C > A > AB

<
<

1234 st 611 s*

A

Nota: el valor de B se obtuvo a partir de la Tabla 2.

Si se comparan estos valores con los obtenidos en el capitulo anterior (AChR activados por
ACh en presencia de distintas concentraciones de LTG), no se observan diferencias

significativas. Sin embargo, la importancia de estas observaciones adicionales radica en el
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hecho que permiten disecar la doble accién de la LTG sobre el AChR, abriendo primero el

canal que mas tarde va a bloquear.

6) Efecto de la LTG sobre canales activados a altas concentraciones de ACh

A continuacién intentamos distinguir entre las aperturas producidas por LTG de las
efectuadas por ACh. Con este propdsito, trabajamos a concentraciones de ACh que logran
abrir a los AChR en los denominados “clusters” (Sakmann et al., 1980). Mediante la técnica
electrofisioldgica de patch-clamp en la configuracion célula adherida, se aplico por la pipeta
una concentracion de 30 uM de ACh a las células CHO-K1/A5 (Figura 10a, fila superior). Al
igual que las aperturas del AChR a bajas concentraciones de ACh (1 uM) el analisis del Topen
del AChR reflej6 una duracion media de este parametro de [l ms (Figura 10b). Sin
embargo, el analisis de los tiempos de estado cerrado (Figura 10b) presentaron tres
componentes a altas concentraciones de ACh (30 pM) siendo el componente mas breve
(0,60 £ 0,11 ms) el de mayor area (0,91 + 0,08). En lo que respecta a los tiempos de
estallidos (bursts), se observaron dos componentes de igual contribucion Tpus Y Tourste, de
0,38 + 0,13 ms y 63 £ 25 ms de duracion, respectivamente (Figura 10b). El Tuyse

corresponde a las aperturas del AChR en clusters (Figura 10b).

Seguidamente, se co-aplico a otro grupo de células, a través de una pipeta, 1 yM de LTG
junto con 30 uM ACh y se analizaron los parametros cinéticos, tomando como referencia los
registros electrofisiolégicos obtenidos en ausencia de LTG. Se eligi6é trabajar con 1 yM de
LTG porque esta concentracion no inhibe la actividad del AChR en presencia de ACh
(Vallés et al., 2007) permitiendo de esta forma ver la interaccion de ambos compuestos
actuando como agonistas. Como era esperable, la duracion del T.e, Obtenido en estas
condiciones fue igual al obtenido en ausencia de LTG (Figura 10a y 10b). Cuando se
analizaron los tres componentes de estado cerrado del AChR, se evidenciaron diferencias
en cuanto a la distribucién de los mismos aungque no se observaron cambios en la duracion

de 10S Teerado (Figura 10b).
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Con respecto a los tiempos de estallido del canal, se destac6 la presencia de un nuevo
componente Tyysz de 1,97 + 0,58 ms de duracion, el cual corresponderia a las aperturas en
estallido producidas por la LTG. Por otra parte, la duracion de Tyysu Y Tohurstz NO Vario, aunque
la contribucién de T,usu aumentd considerablemente en detrimento de la de Tyuse. ES
interesante destacar que el histograma de T1,,ss Obtenido mediante la co-aplicacion de 30
MM ACh y 1 uM LTG, podria ser trazado como la suma de los histogramas obtenidos con
cada una de estas drogas por separado (Figura 10c), con algunas diferencias en cuanto a la
distribucion de los componentes.

La interpretacibn mas simple para describir este hecho es que en presencia de LTG, el
equilibrio que permite que el canal se abra, cierre, re-abra y finalmente se desensibilice, se
ve desplazado hacia el cierre del canal en lugar de hacia la reapertura del mismo,
adquiriendo mas importancia el componente mas corto de T,,s. ESto ademas sugiere que
las acciones ejercidas por la ACh y la LTG sobre el AChR son independientes, dado que
los componentes de T, pPropios de la activacion por cada agonista estan presentes en
condiciones de co-aplicacién de los mismos.

Por dltimo, incrementamos la concentracion de la LTG usada en presencia de 30 uM de
ACh. Realizamos el mismo experimento pero esta vez aplicando 50 yM de LTG en
presencia de 30 uM de ACh (Figuras 10a, 10b y 10c). Esto produjo una reduccion del Topen
como consecuencia directa del bloqueo del canal. Se registr6 un nuevo componente de [2
ms en el histograma de Teerado- INfEriMos que este Ultimo corresponde al tiempo de bloqueo
previamente observado en presencia de LTG (50 - 400 uM). También se detecté un

aumento importante en la contribucion de Ty al Tourst total del AChR (Figuras 10b y 10c).
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La LTG maodifica la cinética del AChR. Registros crudos obtenidos a partir de células CHO-K1/A5 en
presencia de (a) 30 uM ACh (fila superior); 30 yM ACh + 1 yM LTG (fila media) y 30 yM ACh + 50 uM

LTG (fila inferior). (b) Histogramas de tiempo de estado abierto (primera columna), cerrado (segunda
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columna) y estallidos (tercera columna). (c) Comparacion entre los histogramas de tiempos de
estallido de (i) 30 uM ACh, (ii)1 uyM LTG, (iii)) 30 yM ACh+1 uM LTG, y (iv) 30 yM ACh+50 uM LTG.
Potencial de membrana: —80 mV. Filtro: 5 kHz.
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Anexo 1

La LTG induce transiciones entre los estados de rep  0so y desensibilizados de los

AChRs de Torpedo

Al haber observado que la LTG puede activar al AChR estudiamos si la LTG es capaz de
producir los cambios conformacionales propios de un agonista del AChR. Con este fin, se
hicieron una serie de experimentos de espectroscopia de fluorescencia en colaboracion con
la Dra. Silvia Antollini, quien pertenece a nuestro grupo de trabajo, utilizando una técnica
gue permite sensar los distintos estados conformacionales del AChR mediante el uso de
una sonda fluorescente derivada de aminotriariimetano, denominada Cristal Violeta (CrV)
(Fernandez Nievas et al., 2008).

Se realizaron experimentos con membranas ricas en AChR de Torpedo californica (en las
cuales mas del 50% de las proteinas presentes en las mismas corresponden al AChR) y la
sonda Cristal violeta (CrV). Esta molécula fluorescente se comporta como un bloqueador de
canal del AChR y posee alta afinidad por el estado desensibilizado del receptor (Lurtz et al.,
1999), hecho que se manifiesta por la disminucion de un orden de magnitud de la constante
de disociacién (Kp) del CrV entre el estado de reposo (R) y el estado desensibilizado (D) del
AChR. A modo de control, las membranas ricas en AChR se titularon con concentraciones
crecientes de CrV en presencia de 1 mM Carb (estado D), y en ausencia de agonista
(estado R). A continuacién, se calcularon las Kps aparentes para ambos estados (Figura
11a) obteniéndose un valor de 43,8 + 10 nM y de 326,4 + 31 nM respectivamente,
confirmando la marcada preferencia del CrV por el estado desensibilizado del AChR.

Con la finalidad de estudiar si la LTG actua efectivamente como un agonista del AChR, se
realizaron estudios semejantes a los controles, pero esta vez agregando concentraciones
crecientes de LTG (0-500 pM) en lugar de Carb. En estas condiciones, se observé que la

Kp del CrV disminuyé de manera dependiente de la concentracion de LTG con respecto al
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valor del control (estado de R) (Figura 11b). Ademas, la saturacion del efecto se alcanz6 a
concentraciones bajas de LTG (5 uM). Seguidamente y con la intencién de ver silaLTG y la
Carb producian efectos aditivos, se preincubaron las membranas ricas en AChR con Carb
1 mM con adicion posterior de concentraciones crecientes de LTG (2,5-500 pM) y se
calcularon las Kp de CrV correspondientes. A todas las concentraciones de LTG agregadas,
las Kp fueron similares a las obtenidas con membranas tratadas s6lo con 1mM de Carb o
con LTG (a concentraciones iguales o mayores a 5 uM). Esta serie de experimentos apoya
la idea que LTG a bajas concentraciones se comporta como un agonista del AChR, al
inducir una transiciéon desde el estado R al D en el AChR, de manera similar a Carb. Un
hecho adicional que sostiene la idea que LTG se comporta como un agonista del AChR, es
gue una vez que esta transicion ocurre (por activacion previa con Carb), la adicion sucesiva
de LTG no causa ningun cambio adicional, lo que indicaria que ambas moléculas
desencadenan los mismos cambios conformacionales.

A continuacion se efectuaron estudios similares a los descriptos en el parrafo anterior pero
esta vez bloqueando completamente el sitio del agonista Carb con a-BTX. En estas
condiciones no se modificé la Kp aparente del CrV para el estado R en presencia de a-BTX
(Figura 11b, inserto). Tampoco se observaron modificaciones en la Ky del CrV cuando las
membranas se expusieron a Carb luego de la incubacion con a-BTX, lo que indica que los
sitios del agonista fueron bloqueados completamente (Figura 11b, inserto). Sin embargo,
cuando se agreg0 LTG después de la preincubacion con a-BTX, la Kp del CrV disminuy6 de
un modo similar al observado en presencia de LTG sola. Esto indica que la LTG puede
activar al AChR aun cuando los sitios del agonista se encuentran bloqueados por el
antagonista competitivo a-BTX (Figura 1la y b), lo que sugiere que la LTG activaria al
AChR por localizaciéon en un sitio distinto al del agonista natural.

Para disecar el comportamiento dual de la LTG (agonista vs antagonista no competitivo,
bloqueador de canal abierto) se compararon los resultados obtenidos utilizando altas

concentraciones de LTG con los obtenidos con un reconocido bloqueador de canal abierto
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del AChR, el anestésico local QX-314 (Neher y Steinbach, 1978), tanto en presencia como
en ausencia de a-BTX o de Carb (Figura 11c). La Ky del CrV obtenida en membranas ricas
en AChR tratadas solamente con QX-314, o después de incubaciéon con a-BTX o con Carb,
fue similar a la del estado de R, indicando que el bloqueador de canal abierto no cambia la
conformacion del AChR. Asi, las diferencias entre los estados conformacionales del AChR
en presencia de 500 uM LTG o de QX-314 confirman que la LTG tiene un efecto dual sobre
el AChR: a altas concentraciones, la LTG no sélo actia como un bloqueador de canal
abierto sino que también activa y desensibiliza al AChR.

En base a los resultado anteriores indicando que la LTG se localizaria en sitios distintos a
los de Carb, se comparé su efecto sobre la Ky del CrV con los efectos ejercidos por
galantamina y fisostigmina, dos ligandos potenciadores alostéricos (APL) del AChR (Figura
11d). Se comprobd que ni la galantamina ni la fisostigmina indujeron cambios en la Ky del
CrV con respecto al valor del control para el estado de R. Ademas, cuando estos dos APL
fueron agregados luego de la incubacién de las membranas con a-BTX o Carb, la Kp de
CrV tampoco cambid con respecto a los controles, sugiriendo que la LTG modula al AChR

por un mecanismo diferente al utilizado por los APL.
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a) Intensidad de fluorescencia del CrV en ausencia (l) o presencia ((0) de 1 mM Carb. La sonda CrV
fue directamente agregada a una suspensién de membranas ricas en AChR de Torpedo. b) Relacion
entre los Kps obtenidos en presencia de concentraciones crecientes de LTG con respecto al Kp
control del AChR en el estado de reposo (M, suspensién de membranas ricas en AChR solamente;
[J, membranas en presencia de 1 mM Carb; @, membranas en presencia de 1,5 yM a-BTX). Las Kps
aparentes fueron calculadas mediante el ajuste de los datos (intensidad de fluorescencia en funcién
de la concentracion de CrV agregada) a una curva sigmoidea. Inserto: relacion entre las Kp
calculados en presencia de 1 mM Carb, 1,5 yM a-BTX o0 1 mM Carb mas 1,5 uM a-BTX y la Kp

control del estado R. ¢) Comparacion entre LTG y el bloqueador de canal abierto QX-314. Los
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valores se obtuvieron a partir de la suspensién de membranas ricas en AChR solamente (columnas
negras), o en la presencia de 1 mM Carb (columnas blancas), o en presencia de 1,5 yM a-BTX
(columnas grises). d) Comparacién entre LTG (5 y 100 uM) y fisostigmina (5 y 100 uM) o galantamina
(5 y 100 uM), en ausencia (columnas negras), o en presencia de 1 mM Carb (columnas blancas), o
en presencia de 1,5 uM a-BTX (columnas grises). Cada columna/simbolo corresponde al promedio +

D.E. de al menos cuatro experimentos independientes.
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Discusion

En el Capitulo 1 describimos la accion de la droga anticonvulsivante LTG sobre el AChR
muscular como una modulacién de tipo inhibitoria no competitivo. La LTG se comporta en
este contexto como un blogueador de canal abierto del AChR. Sin embargo, este
mecanismo no permite explicar el efecto observado sobre la viabilidad celular ejercida por la
LTG sobre las células CHO-K1/A5 que expresan de forma estable al AChR.

En este Capitulo se estudié qué otro tipo de interaccién ejerce la LTG sobre el AChR
muscular. El hallazgo mas notable es que la LTG activa por si misma al AChR muscular en
todas las concentraciones probadas (Figura 1). Es mas, la activacién del AChR por LTG
mostré varias semejanzas con la accion ejercida por el agonista natural, ACh. Esta
interaccion fue demostrada por una combinacidbn de técnicas y procedimientos
experimentales que comprendieron estudios electrofisiologicos, de microscopia, de
radioligandos y de fluorescencia en cubeta.

De acuerdo con los datos electrofisiolégicos la LTG abre al canal durante (1l ms con una
velocidad de apertura de 200 s™y una velocidad de cierre de 1219 s™.

p=200s™

@)

A
v

>

a=1219 s*
El valor de 3 para LTG es 250 veces inferior a la velocidad de apertura del AChR por el
agonista natural, la ACh, mientras que la velocidad de cierre es similar para los dos
agonistas. A partir de estos valores calculamos la constante de gatillado del canal en el
equilibrio 8 (B/a), que arrojé un valor de 0,206. Este valor es mucho menor (170 veces) al
calculado para el agonista natural ACh (6=35). Esto refleja que la LTG es mucho menos
eficiente que la ACh en inducir la apertura del AChR. Una manifestacion de este bajo valor
de 6 podria ser la ausencia de activacion en clusters del AChR por la LTG (Figura 1). Si

este fuese el caso entonces ningun agonista con valores de 6 similares al obtenido seria
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capaz de producir activacion en clusters. Sin embargo, la colina, un agonista parcial, es
capaz de producir este tipo de activacidon a concentraciones saturantes (20 mM) y posee un
valor de 6 = 0,034, menor aun que el obtenido para la LTG (Grosman y Auerbach, 2000).

La ausencia de clusters también puede resultar de una disminuida afinidad de la LTG en
comparacion con la ACh. En el desarrollo de esta Tesis no pudo calcularse la constante de
afinidad de la LTG por el AChR ya que el anticonvulsivo no produjo desplazamiento del

antagonista competitivo a-BTX[I'*

] (Figura 7a). Por lo tanto, queda la posibilidad que la
LTG interactie con el AChR con menor afinidad que la ACh. Otra alternativa radica en el
hecho que para que se evidencien clusters de activacion el receptor debe estar expuesto a
altas concentraciones de agonista (Sakmann et al., 1980). Dado que a concentraciones
altas la droga comienza a ejercer un efecto dual sobre el AChR (Figura 1), la activacion en
clusters podria no evidenciarse debido al bloqueo del canal. Debemos recalcar que la
duracion de la activacion del AChR en estallidos aumenta en funcion de la concentracion de
LTG (0,05-5 uM) y en este rango de concentraciones no hay datos que sugieran que ya
exista bloqueo (Figura 4). Consecuentemente, creemos que esta Ultima alternativa seria la
responsable de la ausencia de clusters de activacion.

La activacion de los AChRs expresados en las células CHO-K1/A5 también se hizo evidente
al observar la generacion de macrocorrientes tras la exposicion a 100 uM LTG (Figura 6).
Sin embargo, como se mencioné en el parrafo anterior, la LTG fue incapaz de reducir la
tasa inicial de ligazéon de a-BTX[**°]] sobre el AChR (Figura 7a). Asimismo, estudios de
microscopia de fluorescencia mostraron que la marcacion en superficie de estas células con
a-BTX-Alexa Fluor*®® no es afectada por la LTG (Figura 8).

En conjunto, estos resultados nos condujeron a hipotetizar que la LTG podria actuar a
través de un sitio diferente al usado por los agonistas candnicos y por el antagonista
competitivo a-BTX.

Los experimentos de fluorescencia en cubeta realizados por la Dra. Antollini nos permitieron

verificar nuestra hipétesis (Figura 11). A todas las concentraciones estudiadas (2,5-500 uM)
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la LTG imit6 la respuesta observada con el agonista tipico Carb, aun en condiciones de
obstruccién de los sitios de unidn de agonistas nicotinicos por a-BTX.

En los udltimos afios, una serie de compuestos ha cobrado relevancia por su capacidad de
activar a los receptores nicotinicos sin interactuar con el sitio de unién usado por el agonista
natural, ACh. Estas moléculas se denominan APL (“allosterical potentiating ligands”), siendo
la galantamina, la fisostigmina y la codeina los APL mas reconocidos (Storch et al., 1995;

Pereira et al., 1993). Los dos primeros son asimismo inhibidores de la acetilcolinesterasa.

Galantamina Fisostigmina Codeina

Estos compuestos sélo son desplazados de su sitio de union al AChR por el anticuerpo FK1

gue se une especificamente a la Lys-125 de la subunidad o del AChR (Pereira et al., 1995).

Representacion esquematica del sitio tentativo
de union de los APL en la Lys-125 de la
subunidad a del AChR, segun Pereira et al.
(1993).
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Decidimos comparar entonces los efectos de la LTG con el de dos de las moléculas de tipo
APL mas comunes, galantamina y fisostigmina (Figura 11d). Ambas drogas activan el AChR
muscular a nivel de canal unico (Akk et al., 2005; Shaw et al., 1985). Sin embargo, una
diferencia importante entre la LTG, la galantamina y la fisostigmina radica en el hecho que
la LTG puede generar corrientes macroscopicas (Figura 6) al aplicarla sobre los AChRs,
mientras que ni la galantamina ni la fisostigmina lo pueden hacer (Samochocki et al., 2003;
van der Beukel et al., 1998). Tampoco se observaron semejanzas entre las caracteristicas
de la desensibilizacion del AChR inducida por la LTG y aquélla generada por la galantamina
o la fisostigmina, ya que cuando se estudiaron los cambios conformacionales del AChR
sélo la LTG pudo disminuir la Kp del CrV tanto en ausencia como en presencia de a-BTX
(Figura 11d). A partir de estos resultados podemos inferir que si bien la LTG es menos
eficiente que el agonista ACh, es mas potente que los APL galantamina y fisostigmina.
Finalmente, existen ademas diferencias marcadas entre las propiedades de solubilidad de
los dos APL por un lado (solubles en agua) y la LTG (soluble en solventes orgénicos) por
otro, lo que refuerza la idea que la LTG probablemente actla a través de un sitio diferente
del empleado por los APL. Adicionalmente, la LTG posee dos grupos ionizables, y la
formacion de pares idnicos entre el AChR y la LTG podria ser responsable del efecto
agonista. Sin embargo, esta posibilidad puede descartarse dado que la LTG a pH 7,4 se
encuentra en su forma no ionizada (Mashru et al., 2005).

La LTG también demostré ser un regulador alostérico positivo del AChR (Figura 7b) ya que

en los estudios de desplazamiento de la a-BTX[I'®

], cuando la LTG se aplicé junto con
concentraciones crecientes de Carb, se produjo una reduccién en el ICsq para la inhibicién
a-BTX[I'*] por Carb (de [(B5 uM a [2,6 uM), indicando que en presencia de LTG, Carb
evidencia mayor afinidad por el AChR (Sine et al., 1979; Katz et al., 1957).

En conclusion, los datos que surgen de esta Tesis indican que la LTG activa al AChR

muscular de modo diferente a los descriptos hasta el dia de hoy para agonistas clasicos y

APL.
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No obstante, a altas concentraciones de LTG (50 — 400 uM) se observo también un efecto
inhibitorio sobre el AChR, en coincidencia con lo observado en el capitulo anterior (Vallés et
al., 2007). Al exponer el receptor solamente a LTG (50 — 400 uM) se observo:

(a) una disminucion del tiempo durante el cual el canal permanece abierto (Figura 2 y Tabla
1),

(b) un aumento de la duracion del tiempo de estallido del canal (Figura 4),

(c) un aumento del numero de aperturas por estallido del canal (Figura 5),

(d) cambios en la distribucion de los componentes de tiempo de estado cerrado del canal
(Figura 3),

(e) la aparicion de un tercer componente de estado cerrado del canal (Tyoqueo) CUya duracion
permanecié constante mientras que su peso relativo en los histogramas aumenté en funcién
de la concentracion de LTG aplicada (Figura 3),

(f) la aparicion de un cuarto componente de estado cerrado del canal (200 y 400 uM) del
orden de segundos que como se menciond anteriormente probablemente represente la

desensibilizacién que sufre el canal a tan altas concentraciones de LTG (Figura 3).

Nuevamente aplicamos el modelo simple de bloqueo del canal para describir la obstruccion

del AChR por LTG de canales activados por este mismo compuesto.

200 st 7,68 x 10° Mts?

> A > AB

<
<

A

1219 st 611 s*

Cuando la LTG supera concentraciones entre 20 y 50 yM deja de comportarse Unicamente
como agonista del AChR para tener un efecto dual sobre el receptor nicotinico
(activador/blogueador). Segun este modelo, la accién blogueadora de la LTG se puede

deducir del andlisis de los registros electrofisiolégicos obtenidos en presencia de LTG
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(Figura 1) ya que la constante de desbloqueo del AChR tiene una velocidad adecuada para
permitir observar el fendmeno de “flickering” de los canales (50-400 uM). La transicion al
estado AB disminuye el tiempo durante el cual el canal se encuentra en el estado abierto y
retrasa el cierre del AChR (Figura 2). Consecuentemente, se produce una mayor duracion
de los estallidos y del nimero de eventos por estallido (Figuras 4 y 5).

No se encontraron diferencias entre el presente analisis y el que describimos en el Capitulo
anterior con la accién combinada de ACh y LTG (Vallés et al., 2007). Estos resultados
sugieren que la potencia de la LTG como agente blogqueador del AChR no se ve
influenciada por la presencia de otros agonistas como por ejemplo la ACh, y que la
activacion y el bloqueo por LTG son procesos independientes.

Esto también se demostré cuando se co-aplico LTG (1 uM) y ACh (30 yM), ya que bajo
estas condiciones se produjo un aumento en el peso relativo del componente de tiempo de
estado cerrado, que refleja la duracién del canal cerrado entre aperturas de eventos
aislados, Tceradoz (Figura 10). Interpretamos que este comportamiento es el resultado del
aumento del nimero de aperturas individuales generadas por la LTG sobre el AChR. A
concentraciones de LTG que causan el bloqueo del canal (50 uM) también se observé el
componente correspondiente al estado bloqueado, Tpiqueo, €N 10S histogramas de tiempo de
estado cerrado.

Por ultimo, se comparé si la capacidad de producir la desensibilizacion del AChR estaba
relacionada con el efecto bloqueador de la LTG (Figura 11c). Para ello se realizaron
estudios de fluorescencia en cubeta con membranas ricas en AChR en presencia de QX-
314, que es un conocido bloqueador de canal abierto del AChR (Neher y Steinbach, 1978).
Como era esperable, este compuesto no maodifico la Kp del CrV, ya sea en presencia o en
ausencia de a-BTX o Carb, lo cual sugiere que las transiciones de estado del AChR,
evidenciables como cambios de fluorescencia del CrV, son el resultado de la accion de la

LTG sobre los AChRs. De todo esto concluimos que el comportamiento de la LTG sobre el

101



Capitulo 2

canal se asemeja mas al de un activador que al de un bloqueador del mismo (Vallés et al.,
2008).

Queda entonces por resolver si el efecto agonista de la LTG sobre el AChR es el
responsable de preservar la viabilidad en células CHO-K1/A5 deprivadas de suero
observado en el Capitulo 1. Esta hipotesis estaria de acuerdo con los estudios realizados
sobre el receptor a7 expresado en células SHSY-5Y, en las cuales la nicotina, actuando
como agonista de los AChRs, ejerce asimismo efectos antiapoptéticos (Copeland et al.,

2007).
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Expresion del receptor nicotinico neuronal a7 en la superficie

celular de células a7-AChR-Ric-3

Antecedentes y objetivos

Los AChRs neurales participan activamente en un sinnimero de procesos celulares y
fisiologicos. Se encuentran ampliamente distribuidos en el SNC y en el SNP. Los receptores
neurales pueden ensamblarse como homopentdmeros, como el caso de los receptores a7 y
a8 (Couturier et al., 1990) o como heteropentameros, como el caso de los receptores a432

y a4p4 (ver revision en Lindstrom, 2003).

Uno de los subtipos méas abundantes de AChRs en el SNC de mamiferos es el receptor
homomérico a7 (Role y Berg, 1996). En particular, el hipocampo, el area del cerebro
asociada preponderantemente con procesos del aprendizaje y la memoria, presenta el
mayor nivel de expresion de este subtipo de receptor de todo el SNC. Los a7 AChR pueden
actuar presinapticamente, postsinapticamente o perisindpticamente, facilitando la liberacién
de neurotransmisores, mediando la transmision sinaptica rapida (Jones et al., 1999) o
modulando otras conexiones con diferentes neuronas a través de diversas vias de
sefalizaciobn. Se cree que estas funciones son llevadas a cabo merced a su alta
permeabilidad al calcio (Séguéla et al., 1993) ya que la entrada de Ca** facilita la liberacion
de neurotransmisores y la transduccidon de sefiales. También se los relaciona con
numerosas enfermedades como el mal de Alzheimer, la esquizofrenia, ciertos tipos de
epilepsia y el mal de Parkinson (revisiones en Barrantes, 1998; Gotti y Clementi, 2004).
Comprender el mecanismo de accién de estas enfermedades es la base fundamental para
el disefio y desarrollo de farmacos contra las mismas, requiriéndose para tal fin una

caracterizacion lo mas exhaustiva posible de la cinética de activacién del canal, asi como de
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los mecanismos de accién farmacoldgica interviniente en la modulacion de la actividad de
los receptores.

La expresion heteréloga funcional del a7 AChR en células de mamifero ha sido
practicamente imposible de llevar a cabo hasta la fecha. La existencia de datos en la
literatura sobre la expresion heteréloga del a7 AChR en varios tipos de células es exigua
(Puchacz et al., 1994; Zhao et al., 2003), siendo la deteccién de receptores funcionales aun
mas dificil de obtener (Cooper y Millar, 1997). Recientemente se ha descrito que la proteina
Ric-3 aumenta la expresion heterdloga del a7 AChR tanto en ovocitos como en lineas
celulares de mamifero como la linea humana HEK-293 (Williams et al., 2005). La proteina
Ric-3 seria necesaria para lograr el correcto plegado y/o ensamblado del a7 AChR, y de
esta manera lograr la expresion de receptores funcionales en la superficie celular (Williams
et al., 2005). Ric-3 no aumentaria el transporte de a7 desde el reticulo endoplasmético
hacia la membrana, sino que facilitaria el correcto ensamblaje del receptor y de esta manera
aumentaria el nimero de receptores funcionales en la membrana plasmatica. Se cree que
en ausencia de esta proteina no se produciria la palmitoilacion en los a7 AChR, impidiendo
su expresion funcional cuando estos se expresan heterélogamente en células HEK-293
(Drisdel et al., 2004). En el trabajo de Drisdel y colaboradores (2004), los autores plantean
que en células que expresan endégenamente a los a7 AChR, como las PC12, la
palmitoilacion se produce en el reticulo endoplasmético, en el cual el palmitato se une

covalentemente a residuos cisteinas (Figura 1).
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o7 in PC12 cells

Extracellular - Sitio de unibn a O-BTX

ER Mcmbranc $@ apes asma Membrane 3 Cisterna Palmitollada

Crtoplasm C
C Cisterna sin Palmitoilar

Figura 1.
Proceso de palmitoilacion en células que expresan enddégenamente al a7 AChR. Extraido y
modificado de Drisdel et al. (2004).

En las células que expresan enddgenamente al a7 AChR, los residuos cisteinas de las
subunidades a7, sitios potenciales para sufrir palmitoilacion, son originalmente inaccesibles
a este proceso. En el primer paso del modelo que plantean Drisdel et al., las subunidades
07 comienzan a plegarse y a sufrir una serie de cambios conformacionales que resultan en
la accesibilidad de las cisteinas para ser palmitoiladas (Figura 1). En el segundo paso, las
cisteinas son palmitoiladas, proceso que permite un correcto ensamblado de los a7 AChRs
y la adquisicion de su capacidad funcional (Figura 1, pasos 3-5). Posteriormente, los a7
AChRs son liberados del reticulo endoplasmatico y transportados a la membrana plasmatica
(paso 6). Alli los a7 AChR son depalmitoilados, proceso que parece no afectar su funcion
(Figura 1).

En lineas celulares que no expresan al a7 AChR en forma enddgena, como las HEK-293, el
paso 1 no ocurriria dada la ausencia de una proteina que medie este paso tan necesario

para el correcto plegado y procesamiento del a7 AChR (Figura 2).
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o7 in HEK cells

Figura 2.
El proceso de palmitoilacion de la subunidad a7 del AChR no ocurre en células que no expresan

enddégenamente al a7 AChR. Extraido y modificado de Drisdel et al. (2004).

Debemos resaltar que otras proteinas si son palmitoiladas en este tipo de células.
Posiblemente el papel de Ric-3 seria el de actuar como proteina chaperona especifica, la
cual haria accesible los residuos cisteinas de a7 para la palmitoilacion en el reticulo
endoplasmético, ya que tanto en células PC12 como en ovocitos la proteina Ric-3 se
expresa enddégenamente (Williams et al., 2005). Esta proteina fue inicialmente descubierta
en el nematodo C.elegans, y posiblemente sea la chaperona faltante tanto en células HEK-
293 como en otras lineas celulares en las cuales no se ha logrado aun la expresiéon de a7
AChR funcionales.

Es importante destacar que hasta la fecha s6lo se han descrito registros de corrientes a
nivel de canal Unico del a7 AChR salvaje en ovocitos (Fucile et al., 2002).

En este capitulo de la Tesis se describiran los pasos llevados a cabo para lograr la
expresion en membrana plasmatica del a7 AChR humano en la linea celular SHE-P1-ha7 y

su caracterizacion a nivel de canal Unico de la cinética del a7 AChR activado por ACh.
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Resultados

1) Deteccion del a7 AChR en células SHE-P1-h a7

Mediante la técnica de RT-PCR se analizaron los ARN mensajeros productos de la
extraccion del acido ribonucleico de las siguientes lineas celulares de mamifero: SHE-P1
null o salvaje, las SHE-P1-ha7, que corresponden a las células SHE-P1 tranfectadas con el
ADNCc que codifica para el a7 AChR (zZhao et al., 2003), la linea CHO-K1-a7-GFP (células
CHO-K1 que fueron tranfectadas en forma estable con a7-GFP) y por ultimo de la linea
CHO-K1/SPH’, fibroblastos que expresan al AChR muscular adulto y que poseen una

deficiencia metabdlica en la produccion de esfingomielina (Roccamo et al., 1999).

SHE-P1 SHE-P1 CHO-K1  CHO-K1 Control
null -ho7 -a7-GFP  /SPH =

B 86 of B & o7l B B & af - +

Figura 3.
RT-PCR del ARNm extraido de cada linea celular. Se determin6 para el transcripto la presencia de
distintas subunidades de AChR. Se sembraron iguales cantidades de ARNm en cada calle, a

excepcion de la primera donde se sembré un marcador de PM (100pb).
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Como se aprecia en el gel de agarosa (Figura 3) s6lo son positivas para la expresion del

MRNA para a7 las lineas celulares CHO-K1- a7-GFP y SHE-P1-ha7.

2) Expresion de la proteina a7 AChR

Detectada la presencia del ARNm en las células SHE-P1-ha7, procedimos a estudiar la
expresion y la funcionalidad de la proteina receptora. Para ello marcamos las células SHE-
P1-ha7 con a-BTX-Alexa Fluor*®® (verde) a 4°C con el fin de detectar la expresién en
membrana plasmatica del AChR neural. A continuacién, las mismas células se marcaron
con o-BTX-Alexa Fluor’®® (roja) luego de fijarlas con paraformaldehido 2% 'y
permeabilizarlas con Triton X100 al 0,01%. No fue posible observar sefial de toxina con
fluoréforo verde, lo cual indico que los niveles de expresidon en membrana de receptores a7
son insuficientes para ser detectados por técnicas citoquimicas (Figura 4a). Sélo se pudo
apreciar la presencia de los a7 AChR expresados en el interior celular (Figura 4b). Estudios
adicionales de marcacion intracelular y observacion mediante microscopia confocal
permitieron caracterizar la distribucion intracelular del AChR marcado con a-BTX-Alexa

488

Fluor™ (Figuras 4c y 4d).

Figura 4
Expresion del a7 AChR en células SHE-P1-ha7. a) Marcacion en superficie de células SHE-P1-ha7 y

b, c y d) marcacion intracelular del a7 AChR. Las fotografias (a) y (b) corresponden a microscopia de
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epifluorescencia (objetivo de 40X, ver Materiales y Métodos). Las imagenes (c) y (d) coresponden a

microscopia confocal. Escala 20 ym.

Dado que la distribucion de los a7 AChR se observaba por el todo el citoplasma celular
(Figura 4b, c y d) siguiendo un patron tipico de reticulo endoplasmético (Baier y Barrantes,

2007; Roccamo y Barrantes, 2007) tratamos a las SHE-P1-ha7 con un marcador de reticulo

endoplasmatico (RE-tracker) (azul) y con a-BTX-Alexa Fluor®®*

(roja) para verificar si la
fluorescencia observada con el fluoréforo rojo colocalizaba con aquella de reticulo (azul)

(Figura 5).

Figura 5.
Distribucién de los a7 AChR en las células SHE-PI-ha7. (a) y (d) Marcacion intracelular de los a7
AChRs. (b) marcacion de reticulo endoplasmatico y (e) aparato de Golgi. (c) superposicion de (a) y

(b). (f) superposicién de (d) y (e). Escala 20 um
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Efectivamente al superponer la imagen correspondiente a los a7 AChR con el marcador de
reticulo endoplasmatico se observé una total co-localizacién. Mas aun, tranfectamos luego a
las células SHE-P1-ha7 con una proteina fluorescente verde marcadora de aparato de
Golgi (Gal-T-GFP) y 48 hs mas tarde verificamos que, en este caso, no se produjo
colocalizacion con la marca intracelular correspondiente a los a7 AChRs (Figura 5f).

Segun Schroeder et al. (2003), se puede lograr aumentar la expresion en la superficie de
células SHE-P1-ha7 incubando las mismas por dos dias a temperatura sub-fisiologica
(25°C) o tratandolas con cicloheximida (0,5-2,0 pug/ml), un inhibidor de la sintesis proteica.
Cuando tratamos de reproducir estos experimentos, incubando las células por 48 hs a 25°C,
no obtuvimos ninglin cambio en la expresion de los a7 AChR en la superficie celular (datos
no mostrados).

Trabajos previos del grupo de Criado (2008) documentan que la proteina homéloga humana
de Ric-3 aumenta la expresion de los receptores a7 nicotinicos en membrana de ovocitos
de Xenopus laevis (Castillo et al., 2005). Por tal motivo, decidimos investigar si la expresion
de esta proteina aumenta también la expresion del a7 AChR en la superficie celular en una

linea celular de mamifero.

3) Expresion de la proteina Ric-3 humana en la line  a celular SHE-P1-h a7

Con el objetivo de aumentar la expresion del a7 AChR en membrana plasmética,
tranfectamos la linea celular SHE-P1-ha7 (Zhao et al., 2003) con el ADNc de la proteina
humana Ric-3 contenida en el plasmido que también expresa resistencia al antibiético G418
(ver Materiales y Métodos). A las 48 hs de realizada la tranfeccion se pudo visualizar por
medio de técnicas citoquimicas la expresion del a7 AChR en la membrana celular.

Si bien este resultado de por si constituyé un importante avance en el campo, dado que

esta expresidn so6lo era de caracter transiente, decidimos obtener una linea celular que
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expresara al a7 AChR neural en forma estable. Seleccionamos los clones positivos con el
antibiotico de seleccién G418 (400 pg/ml). De esta manera se obtuvo en el laboratorio la
linea celular SHE-P1-ha7-Ric-3 (Figura 6) que expresa en forma estable el a7 AChR
neuronal. Establecida la nueva linea celular, ésta se cultivd siempre en presencia del

antibiotico de seleccion G418 (40 pg/ml).

Figura 6.

Expresion del a7 AChR en células SHE-P1-ha7-Ric-3. a) Contraste de fase. b) Marcaciéon en
superficie con a-bungarotoxina verde. ¢) Marcacién intracelular con toxina roja d) Superposicion de

(b) y (c). Las fotografias se tomaron con un objetivo de 60X. Escala: 30 um.
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Con el objetivo de asegurarnos que la marcacion de a-BTX-Alexa Fluor*®® observada en las
células SHE-P1-ha7-Ric-3 por epifluorescencia correspondia efectivamente a la superficie
celular, se marcaron las células con a-BTX-Alexa Fluor®®* a 4°C y se examinaron mediante
microscopia confocal. En la Figura 7 se evidencia que la marca correspondiente al a7 AChR

se encuentra localizada exclusivamente en la membrana celular.

Figura 7.
Izquierda) Fotografia obtenida por microscopia confocal del a7 AChR expresado en la superficie de
la linea celular SHE-P1-ha7-Ric-3. Derecha) Perfil de intensidad de la marcacion observada en las

SHE-P1-ha7-Ric-3.

4) Caracterizacion de la_expresion del a7 AChR en la linea celular SHE-P1-h a7-Ric-3.

Dada la marcada diferencia en la expresién en membrana del a7 AChR en las células sin
tranfectar (Figura 4a) en comparacion con aquélla de la nueva linea celular SHE-P1-ha7-
Ric-3 (Figura 6b), decidimos realizar una cuantificacion completa de la expresion del
receptor subtipo a7.

Se realizaron curvas de saturacion con el antagonista competitivo a-BTX (ver Materiales y
Métodos). Para ello, incubamos las células SHE-P1-ha7-Ric-3 en presencia de
concentraciones crecientes (0-100 nM) de a-BTX[I*®] a tiempo constante. El tiempo de

incubacién con el ligando radiactivo se fij6 en 15 min, dado que en experimentos de

fluorescencia durante ese periodo se obtuvo una excelente marcacion del receptor de
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superficie no sujeto a fendmenos de internalizacién (Figura 8). En todos los ensayos de
unién de ligando radiactivo, los resultados expresan la ligazon especifica frente al mismo
ensayo realizado preincubando las muestras con 100 mM nicotina o 10 pM a-BTX no

radioactiva.

15 min 30 min 1hs 2 hs
incubacioén incubacion incubacioén incubacioén

Figura 8.

Expresién del a7 AChR en las células SHE-P1-ha7-Ric-3. Se incubaron las células a los tiempos

488

indicados con a-BTX-Alexa Fluor™". Panel superior, contraste de fase. Panel inferior, fotos con

tincion de a-BTX- Alexa Fluor*®,

Como se puede apreciar en la Figura 9, a medida que se aumenta la concentracion de
a-BTX[I'*°] se registra un aumento en el nimero de cpm/mg de proteina. Se observa que el
ligando satura los sitios receptores presentes en la superficie de las células SHE-P1-ha7-

Ric-3 en concentraciones que oscilan entre 100-150 nM a-BTX[I*#].
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Figura 9.
El grafico representa la union de diferentes concentraciones de cx-BTX[IlZS] a los a7 AChR de

membrana celular. Cada punto es el promedio de por lo menos tres experimentos + D.E.

A partir de la curva de saturacion realizamos la correspondiente transformada de Scatchard

(Figura 10).
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Figura 10.

El grafico representa la transformada de Scatchard de los datos obtenidos en la Figura 9. Cada punto

es el promedio de por lo menos tres experimentos + D.E.

Como se observa en la Figura 10, al graficar la cantidad de ligando unido/libre en funcién de

a-BTX[I'*] unida, se obtiene una recta a partir de la cual se puede determinar la constante
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de disociacion para la a-BTX[I'?°] del AChR (Kd), como la inversa de la pendiente negativa,
es decir, -1/pendiente de la recta. De esta forma obtenemos Kd= 54,9 + 9,2 nM. También
se puede determinar el maximo numero de sitios de unién en la superficie de las SHE-P1-
ha7-Ric-3, Bnax, €n el punto en que la recta se intersecta con el eje x (y=0), que resulto ser

de 233,19 fmoles/mg proteina.

5) Asociacion del antagonista a-BTX al a7 AChR expresado en células SHE-P1-h a7-

Ric-3

A continuacién, se realizaron estudios cinéticos de asociacion del ligando antagonista con el
receptor a7 AChR expresado en la superficie celular (Figura 11). Para tal fin, incubamos las
células a distintos tiempos (0-30 min) frente a una concentracion fija (40 nM) de a-BTX[I*?].
Al igual que lo observado en los experimentos de fluorescencia, se comprobdé que la union
de a-BTX[I'*] era total a los 15 minutos de incubacién. Se estableci6 un ty, en 6,4 min, lo

gue indica una muy rapida asociacion del ligando para el receptor a7 expresado en esta

linea celular.

cpm/ug prot

0 5 10 15 20 25 30
tiempo (min)

Figura 11.

125

El grafico representa la cinética de asociacion de a-BTX[I"""] a distintos tiempos de exposicién. Cada

punto es el promedio de por lo menos tres experimentos + D.E.
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6) Disociacion del antagonista  a-BTX al a7 AChR expresado en células SHE-P1-h a7-

Ric-3

Una vez que se determino la Kp y la velocidad de asociacidén de los receptores expuestos a
a-BTX[I'®], se realizaron experimentos para determinar la velocidad de desaparicion del a7
de la superficie celular. Para ello, luego de la incubacion por 15 minutos de las células con
a-BTX[I'®], se removi6 el ligando, prosiguiendo la incubacion de las células con medio de
cultivo fresco. Se determiné el porcentaje de la radioactividad remanente en las células a
distintos tiempos (Gu et al., 1989), expresado como porcentaje de la radioactividad total
(radioactividad en las células + radioactividad en el medio). Como se observa en la Figura
12, a medida que transcurre el tiempo luego de la incubacion con a-BTX[I'*°], se produce la
disociacion de la toxina de los AChRs. A los 20 minutos de iniciada la incubacion en
ausencia del ligando se produce un recambio metabdlico de aproximadamente el 50% del

a7 AChR de la superficie celular.

120}
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Figura 12.
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El grafico representa la disociacion de la a-BTX[1"’] de los AChR en funcién del tiempo. Cada punto

es el promedio de por lo menos tres experimentos + D.E.
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7) Distribucion de los receptores nicotinicos a7 en células SHE-P1-h a7 yenlas SHE-

P1-ha7-Ric-3

Por medio de estudios de unién de a-BTX[I'®*] a los a7 AChR, cuantificamos como se
distribuyen los mismos en las células SHE-P1-ha7 y en SHE-P1-ha7-Ric-3. En células
SHE-P1-ha7 sélo el 0,10 £ 0,01 % de los receptores a7 se encuentran expresados en la
membrana celular, mientras que en las SHE-P1-ha7-Ric-3 este porcentaje es del 24,64 +
2,33% (Figura 13 a y b). Estos resultados concuerdan con lo observado por microscopia de

fluorescencia (Figuras 4,6y 7).
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Figura 13.

Porcentaje de a-BTX[I'*°] unida a los AChR en las células SHE-P1-ha7 y en SHE-P1-ha7-Ric-3 en la
superficie y en células permeabilizadas. Las barras representan el promedio de por lo menos tres

experimentos = D.E. y estan calculados con respecto al total de expresion.
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8) Interaccion de la nicotina con el a7 AChR expresado en células SHE-P1-h a7-Ric-3

A continuacion estudiamos la capacidad de la nicotina (Figura 14) para desplazar al

antagonista a-BTX del sitio de unién de ACh (ver Materiales y Métodos).

binding normalizado

1 10 100 1000

log Nic (uM)

Figura 14.

Curva de competencia de la nicotina por el sitio de union de la C(-BTX[|125] en el a7 AChR.

La ICx para nicotina fue calculada en 38,34 uM.

Este estudio nos indica que la nicotina y la bungarotoxina compiten por la unién al mismo

sitio en la superficie del receptor.

9) Estudio de la cinética del a7 AChR expresado en células SHE-P1-h a7-Ric-3

Por ultimo determinamos si estos a7 AChR generaban corrientes al ser activados por el
agonista ACh. Elegimos al agonista acetilcolina para realizar los estudios electrofisiolégicos
por ser el neurotransmisor endogeno y por ser el usado por Fucile et al. (2003), Unico
trabajo en la literatura donde se registraron corrientes del a7 AChR a nivel de canal Unico

expresado en la superficie de ovocitos.
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Comenzamos exponiendo las células SHE-P1-ha7-Ric-3 a 50 uM ACh. En la Figura 15 se
pueden apreciar los registros de las corrientes crudas generadas por la exposicion de ACh

al a7 AChR a distintos potenciales.

30 mV

WWWM

W 50 mV

70 mV

100 mV

110 mV

10.0 pA

100.0 ms
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b)
MMMWWMWMM -70 mV
Mm-«mmm‘lmlv [mm R, —— w 50 mV
20.0 pA
50.0 ms
Figura 15.

Registros a nivel de canal Gnico generados por la exposicién de 50 uM de ACh en células SHE-P1-

ha7-Ric-3 a potenciales de membrana a) positivos y b) negativos.

10) Caracterizacion del tiempo de estado abierto de | receptor

Se continud la caracterizacion electrofisiolégica del a7 AChR analizando el tiempo de
estado abierto del receptor expuesto a 50 pM de ACh (Figura 16). A +50 mV, se
identificaron dos tiempos de estado abierto del canal. EI de mayor duracion fue de 0,42 +
0,07 ms mientras que el segundo componente fue de 0,12 + 0,02 ms (n=11). A-70 mV, se
encontré un componente principal de 0,28 + 0,07 ms y un segundo componente (de menor

area) de 0,67 + 0,03 ms (n=3).

0Counts Counts
80 ] 100
60 . 80 :
40 | 60+
404
20_ 20_ a
0 - o T 3 T 2 N +50 mV 0 _5 T T 3 T 2 N _70 mV

log D-uration-(s) log D-uration-(s)

Figura 16.
Histogramas de tiempo de estado abierto de los a7 AChRs expresados en membrana de las células

SHE-P1-ha7-Ric-3 a dos potenciales diferentes (+50 mV, izquierda; -70 mV, derecha).
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11) Caracterizacion del tiempo de estado cerrado de | receptor

En lo que respecta al tiempo que el canal permanece cerrado se observaron a +50 mV dos
componentes en los histogramas construidos a partir del analisis de las corrientes
generadas por la exposicion a ACh. El primero de mas corta duracién (0,17 + 0,09 ms),
seguramente se corresponde con cierres dentro de un mismo canal y el segundo
componente mas largo y variable (60 — 4000 ms) depende exclusivamente de la cantidad de
canales presentes en el sello. A -70 mV se observaron de dos a tres componentes, siendo
el mas breve de 0,27 £ 0,11 ms de duracién. Luego se observé un segundo componente
mayoritario, de duracién variable entre 10 -100 ms, y por Ultimo en un registro se observé un
tercer componente de 2,26 s. Este Ultimo componente posiblemente se deba a los pocos

canales observados en el mismo (Figura 17).

Counts Counts
60
40 |
40 |
20
20
(N I, W— 10 ¢ 1 \YARC -70 mV
5 4 -3 -2 -1 0 1 2 5 4 -3 -2 -1 0 1 2
log Duration (s) log Duration (s)
Figura 17.

Histogramas de tiempo de estado cerrado de los a7 AChRs expresados en membrana de las células

SHE-P1-ha7-Ric-3 a dos potenciales diferentes (+50 mV, izquierda; -70 mV, derecha).

12) Caracterizacion del tiempo de estallido del rec  eptor

A continuacion se estudié el tiempo de estallido o duracién de los bursts luego de la
exposicion al agonista ACh. Al igual que en los capitulos anteriores, se definieron los
estallidos del canal como una serie de eventos de aperturas de un AChR separadas por un
tiempo critico de cierre. A +50 mV, se registraron dos tiempos de bursts, el primero de 0,28
+ 0,15 ms y el segundo de 1,28 + 0,82 ms de duracién. A -70 mV los tiempos de bursts

fueron de 0,26 + 0,13 ms y de 0,90 + 0,33 ms. En ambos casos, probablemente el
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componente mas breve refleje aperturas unitarias, mientras que el mas largo se deba a

aperturas producidas en grupos a esta concentracion (Figura 18).

Counts ] 0((;ounts
60 80]
40 ° 60 "l
40 ]
20 d
20 a
0 0 =
e 480 MV O, 70 MV
log Duration (s) log Duration (s)
Figura 18.

Se muestran los histogramas de tiempo de estallido del canal a potenciales positivos y negativos de

los a7 AChR expresados en células SHE-P1-ha7-Ric-3.

13) Caracterizacion de la amplitud de las corriente s del receptor

A continuacion, se analizaron las amplitudes de las corrientes generadas en presencia de
ACh. A+50 mV, se detectaron dos amplitudes distintas: la menor fue de 5,72 £ 1,61 pAy
la mayor fue de 10,72 + 1,29 pA, siendo esta ultima la de mayor &rea (Figura 19). A -50 mV
las corrientes detectadas fueron de 6,92 + 2,86 pA y de 11,86 + 0,07 pA siendo la

distribucion de sus &reas equivalentes (Figura 19).

Counts Counts
160 40)
120
80 20
40
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0.0 10.0 20.0 30.0 0.0 10.0 20.0 30.0
Amplitude (pA) Amplitude (pA)

Figura 19.
Los histogramas representan la amplitud de las corrientes idénicas generadas por el a7 AChR a los

potenciales de membrana indicados.
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14) Variacion de los parametros cinéticos del

a7 AChR en funcién del potencial de

membrana aplicado

Con el objetivo de evaluar el efecto producido por los cambios en el potencial de membrana

sobre el comportamiento del canal de a7 AChR, realizamos registros de canal unico

aplicando la concentracion de 50 uM de ACh y variando el potencial de membrana de -100

mV a 100 mV.

Lo primero que observamos al aumentar el potencial de membrana aplicado, fue que la

duracion del componente principal correspondiente al tiempo de estado abierto del canal

aumenta a potenciales hiperpolarizantes (Figura 20).

Figura 20.
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Histogramas de tiempo de estado abierto (izquierda) y del tiempo de estado cerrado (derecha) del a7

AChR (ACh 50 pM).
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En cuanto al tiempo de estado cerrado del a7 AChR expresado en la superficie de las SHE-
P1-ha7-Ric-3, a potenciales positivos se observan dos componentes principales. Uno cuya
duracion permanece constante y corresponde a cierres dentro de un mismo canal y otro
mas largo y variable que depende de la cantidad de canales presentes en el sello. A partir
de este ultimo se puede inferir si se produce desensibilizacion por exposicion a agonistas.
Para eliminar la variabilidad entre registros, debido al numero de canales en el sello,
evaluamos en un unico sello el componente mas largo en duracién de permanencia en el

estado cerrado (Figura 21).

Counts Counts
882 40 |
e 20
20
0 ; . , , 04 +70 mV
-9 -4 - 2 X,
Counts  log Duration (s) Counts log Duration (s)
90- 60
80 ]
60 s 40 ]
. 20
20
0 0] +
o e S 50 mV
Counts '0g Duration (s) Counts |0 Duration (s)
60 ]
a] /° 20 ]
20_ u
0 0] )
5 ;| 3 ) 50 mV

log Duration (s) Io-g D-uration (s)

Figura 21.
Histogramas de tiempo de estado abierto (izquierda) y cerrado (derecha) del a7 AChR en funcion del
potencial aplicado. Los histogramas se construyeron luego del andlisis de los registros crudos

obtenidos luego de la exposicién a 50 uM ACh.

Pudimos determinar que éste componente era mas breve a medida que la hiperpolarizacién

de la membrana era mayor (Figura 21). A potenciales negativos, en ocasiones, se observo
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la presencia de un nuevo componente de un orden de magnitud mayor al mas largo
observado a potenciales positivos. Muy probablemente este componente refleje la gran
desensibilizacién que sufre el canal a potenciales negativos (Figura 21).

En cuanto a la duracién de los estallidos del canal (Figura 22) se observo que al aumentar
el potencial de la membrana se producia un marcado aumento del tiempo mas largo de los
mismos (Tuus) Mientras que el componente mas breve no sufri6 cambios con la variacion

del voltaje aplicado a la membrana (Tpursy)-
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el Se analizé el tiempo de estallido del canal

20 | en funcién del potencial de membrana
10 a aplicado. Se muestran los histogramas de
tiempos de bursts a distintos potenciales de

membrana positivos.

0
g +30 mV
log Duration (s)

En lo que concierne a las amplitudes de las corrientes generadas en presencia de ACh,
como era de esperar se observé (Figura 23) que a medida que las células se hiperpolarizan
0 se despolarizan, aumentan las amplitudes de las corrientes de iones que atraviesan el

canal nicotinico.
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Figura 23.

Cambios en la amplitud de las corrientes en funcién del potencial de membrana aplicado. Los
histogramas representan la amplitud de las corrientes de iones generadas por el a7 AChR luego de

la exposicion a 50 uM de ACh en funcién del potencial de membrana aplicado.
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Discusion

Dadas las controversias acerca de las fluctuaciones en los niveles de expresion de los
receptores a7 expresados en células SHE-P1-ha7 (Zhao et al., 2003) comenzamos este
Capitulo de Tesis doctoral evaluando la expresion enddgena del ARNm de la subunidad a7
en células SHE-P1-ha7. Determinamos que efectivamente las células SHE-P1-ha7 poseen
el ARNm para la subunidad a7, a diferencia de sus progenitoras las SHE-P1 salvajes.
Ademas, esta linea celular carece de otras subunidades de AChR como se demostrara en
la Figura 3.

A partir de esta linea celular, las SHE-P1-ha7, realizamos experimentos electrofisiolégicos
para intentar la deteccion del fenémeno de activacion de los a7 AChR, pero no obtuvimos
respuesta alguna al exponer las células en la configuracion cell-attached a diferentes
concentraciones de ACh (datos no mostrados). Esta serie de experimentos proveyo la
primera evidencia acerca de la carencia de expresion en superficie del AChR en esta linea
celular.

A continuacion, y con el propésito de visualizar la expresion en membrana plasmatica del
a7 AChR, realizamos experimentos exponiendo las células a a-BTX—Alexa Fluor*®®°* a
4°C. En concordancia con los resultados aludidos en el parrafo anterior, no se observo
marcacion alguna del receptor en la superficie celular. Sin embargo, al permeabilizar las
células con Triton X100 pudimos ver que la a-BTX—Alexa Fluor*®* marcaba todo el interior
celular y méas especificamente la regidon del reticulo endoplasmatico. En este punto nos
encontrabamos en presencia de una linea celular que no sdélo expresaba el ARNm del a7
AChR sino que también sintetizaba la subunidad a7 del receptor; no obstante, por algun
motivo el transporte a la superficie celular no se llevaba a cabo.

Intentamos a continuacion aumentar el nivel de expresion en membrana del a7 AChR
recurriendo a varias estrategias biolégicas como re-transfectar las células en forma

transiente con la subunidad a7, promover la induccién del aumento de la expresion por
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tratamiento de las células con nicotina durante 48 hs, o por medio de incubaciones durante
48 hs a 25 °C (Schroeder et al., 2003). Sin embargo, estas estrategias no lograron aumentar
la expresion en membrana a niveles detectables.

Por medio de estudios de union de a-BTX[I'*°

1alos a7 AChR finalmente comprobamos que
menos del 1% de los receptores se hallaban en la membrana celular de las células SHE-P1-
ha7. La retencion del a7 AChR en el interior celular podria obedecer a deficiencias en el
ensamblado del mismo. Varios estudios realizados en el AChR muscular describen que
cuando la subunidad a no se ensambla con el resto de las subunidades que forman el
receptor, no logra ser transportada a la membrana plasmatica y queda retenida en el interior
celular (Blount y Merlie, 1988; Wang et al., 2002). Sin embargo, la subunidad o
desensamblada es capaz de unir a-BTX (Smith et al., 1987). Por esta razén, no es posible
distinguir a los AChR intracelulares de las subunidades o mediante las técnicas utilizadas
por unién de a-BTX-Alexa Fluor*®®* o a-BTX[I'**]. Una vez ensamblados como pentdmeros
sélo son capaces de comenzar el trafico desde el reticulo endoplasmatico hacia la superficie
celular (Smith et al., 1987; Gu et al., 1989; Ross et al., 1991; Gelman et al.,, 1995). La
presencia de proteinas chaperonas en el reticulo y sefiales especificas en las subunidades
del AChR son las responsables de regular este proceso (Wang et al., 2002; ver revision en
Wanamaker et al., 2003).

Al marcar a las células SHE-P1-ha7 con a-BTX-Alexa Fluor*®%

previamente fijadas y
permeabilizadas (Figura 4), observamos una distribucion de la fluorescencia en todo el
citoplasma, siguiendo el patron caracteristico de los marcadores de reticulo endoplasmatico
(Baier y Barrantes, 2007; Roccamo y Barrantes, 2007). Al tranfectar las células con la
proteina Gal-T-GFP, no observamos colocalizacion entre la marca correspondiente al
aparato de Golgi y el a7 AChR. Estos experimentos nos permitieron verificar que el a7
AChR expresado en la linea celular SHE-P1-ha7 no llegaba al aparato de Golgi, en niveles

detectables, luego de su sintesis. Por este motivo, decidimos tranfectar entonces las células

SHE-P1-ha7 con la proteina Ric-3. Esta proteina es requerida para la maduracion de los
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AChR en Caenorhabditis elegans. Se ha reportado que la proteina homologa humana de
Ric-3 aumenta la expresién de los receptores a7 nicotinicos en ovocitos de Xenopus laevis
(Castillo et al., 2005). Esta proteina seria necesaria para lograr el correcto plegado y/o
ensamblado del a7 AChR, y de esta manera lograr la expresion de receptores funcionales
(Williams et al., 2005) en membrana plasmatica.

Efectivamente, a las 48 hs de tranfectar el plasmido de la proteina Ric-3 en las células
SHE-P1-ha7 pudimos observar por técnicas citoquimicas un aumento de la expresion en
membrana del a7 AChR. Dado que esta expresion era transiente decidimos obtener una
linea celular que expresara al receptor neural a7 en forma permanente. Para ello,
seleccionamos los clones positivos con el antibiético de seleccion G418 y obtuvimos una
linea celular capaz de expresar en membrana plasmatica al receptor neural a7 en forma
estable (Figuras 6 y 7). Esta tranfeccién modificé en forma significativa la expresion del a7
AChR en membrana.

Es interesante destacar que tan sdélo fue necesario llevar a cabo la marcacién de los a7
AChR con la toxina o -BTX-Alexa Fluor*® por el lapso de 15 min para obtener una buena
seflal en membrana (Figura 8). A tiempos mayores que 15 min se observo una clara
internalizacién de los AChRs. Los estudios de ligazén con a-BTX[I**] determinaron que la
expresion en membrana de los a7 AChR es de un 25% del total de receptores presentes en
esta nueva linea celular (Figura 13). Por ensayos de fluorescencia y de unién con a-
BTX[I'**] comprobamos que las velocidades de asociacién (Figura 11) de la a-BTX son muy
rapidas (en el orden de minutos). A demas, hemos también comprobado que el recambio o
“turn over” del a7 AChR es muy rapido y oscila en el orden de pocos minutos (Figura 12).
Estas serian diferencias importantes con respecto a las de la expresion del AChR muscular,
el cual describe una cinética de asociacion con a-BTX mas lenta que el a7 AChR. Este
altimo presenta ademas un recambio metabdlico mayor. Al realizar un andlisis matemético
del gréfico de Scatchard construido a partir de los datos obtenidos en la Figura 9, ajustamos

los puntos obtenidos con una Unica recta (Figura 10). A partir de ésta calculamos una Kd=
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55 nM y un maximo numero de sitios de union de 233 fmoles/mg de proteinas. Cabe
destacar que al aumentar la concentracién de ligando, la a-BTX[I*?°], también aumenta la
probabilidad de encontrar al receptor con el méximo de sitios de unién ocupados. Dado que
el receptor homomérico presenta cinco interfases idénticas para la unién del ligando, los
sitios de unién pueden ser hasta cinco.

Los cambios en la expresion del a7 AChR no modificaron sus propiedades farmacol6gicas
ya que se determind por ensayos de ligazon un EC5,~40 uM para Nicotina (Figura 14), lo
cual concuerda con datos bibliogréficos (Peng et al., 1994).

Los estudios electrofisiolégicos también demostraron que los a7 AChR responden a ACh
generando corrientes de canal Unico (Figura 15). Tomamos como referencia los pardmetros
cinéticos obtenidos por Fucile et al. (2002), quienes describen corrientes a nivel de canal
unico del a7 AChR en ovocitos. En ese trabajo, ellos muestran que los ovocitos expuestos a
50 uM de ACh, exhiben un tiempo de estado abierto promedio de 0,56 + 0,02 ms a
potenciales depolarizantes (negativos). A -70 mV, nosotros comprobamos la presencia de
dos tiempos de estado abierto del a7 AChR. Topen1= 0,28+ 0,07 mS Y Topenz =0,67+ 0,03 ms
siendo el primero el de mayor area en el andlisis de los histogramas (Figura 16). Estos
valores se encuentran muy proximos a los hallados por el grupo de Eusebi. En lo que
respecta al tiempo de estado cerrado de los a7 AChRs los autores describen un Unico
componente de tiempo de estado cerrado mientras que nosotros encontramos por o menos
dos. Sin embargo, con sélo observar el registro que ellos presentan como representativo de
los canales obtenidos frente a la exposicion a 50 uM de ACh se pueden observar también

dos tiempos de estado cerrado.
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Esto demuestra que las diferencias encontradas entre nuestros registros y los reportados
por Fucile y colaboradores se deben a la forma en que los datos crudos fueron analizados.
En lo que respecta a las amplitudes de las corrientes generadas luego de la exposicion al
agonista, los autores de ese trabajo encuentran dos niveles de conductancia. Del andlisis de
los registros presentados en este Capitulo, y en coincidencia con ellos, reconocemos entre
dos y tres niveles de corriente (dependiendo del potencial aplicado).

En cuanto a la no rectificacién de las corrientes generadas por ACh a potenciales positivos,
una posible explicacion podria ser la generacion de corrientes de cloro activadas como
consecuencia de la entrada de calcio a las células por la apertura de los a7 AChR (Peng et
al., 1994). Sin embargo, la generacién de estas corrientes sigue siendo consecuencia de la
apertura del canal luego de ser expuesto al agonista. Por tanto, el a7 AChR expresado en
las SHE-P1-ha7-Ric-3 es un receptor funcional.

De esta manera, concluimos que la nueva linea celular creada en el laboratorio constituye

una excelente herramienta para el estudio de las propiedades del a7 AChR humano.
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En el Capitulo 1 de esta Tesis comprobamos que el anticonvulsivo LTG interactta con el
AChR como un INC de tipo bloqueador de canal abierto.

Ademas, observamos que la presencia de LTG en el medio de cultivo protege a las células
CHO-K1/A5 de la muerte celular frente a un estimulo nocivo, como es la ausencia de suero
en los medios de cultivo. En cambio, las células parentales CHO-K1, que carecen de
AChR, no se beneficiaron de tal proteccion.

Estos resultados sugieren que la droga LTG ejerce algun otro tipo de efecto sobre los
AChRs. Efectivamente en el Capitulo 2 comprobamos que la LTG es también un activador
del AChR. Realizamos entonces una completa caracterizacion de la activaciéon de los
AChRs por el anticonvulsivo.

Finalmente en el Capitulo 3 de esta Tesis doctoral, creamos una linea celular de mamifero
(SHE-P1-ha7-Ric-3) la cual expresa en membrana plasméatica al receptor de acetilcolina
nicotinico neuronal a7 humano. Con esta nueva herramienta celular realizamos estudios

farmacologicos y electrofisiolégicos para caracterizarla.
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