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FARMACOLOGIA MOLECULAR DE RECEPTORES
PENTAMERICOS DE NEUROTRANSMISORES.

RESUMEN

El cerebro humano estd formado por una compleja red de células nerviosas que utilizan
diversas seflales para comunicarse entre ellas. La propagacién de sefiales tiene lugar en la
sinapsis quimica en donde el neurotransmisor liberado por la neurona presindptica
interacciona con un receptor postsindptico especifico. Los canales i6nicos activados por
ligandos (LGIC) median respuestas rdpidas en dichas sinapsis. El rol vital de los mismos es
convertir una sefial quimica en un impulso eléctrico. Para generar una respuesta adecuada los
LGIC deben ser capaces de activarse en presencia del neurotransmisor y cerrarse en su
ausencia. Estos receptores estan involucrados en el aprendizaje, la memoria, el movimiento y

en enfermedades genéticas, y son blancos de numerosos farmacos.

Los receptores pentaméricos Cys-loop son LGIC que intervienen en sinapsis quimicas
répidas. La duracién, amplitud y frecuencia de una respuesta sindptica es gobernada por la
cinética de apertura, cierre y desensibilizacion del canal. Los mecanismos moleculares de
estos procesos no se conocen todavia. Los receptores poseen un dominio extracelular, unidor
del neurotransmisor, y una region transmembranal, formadora del poro i6nico. Uno de los
objetivos de este trabajo de Tesis fue dilucidar el rol funcional de la interfase entre ambos
dominios. Con este fin utilizamos receptores homopentaméricos con interfases con
secuencias de a7 y 5-HT34 en los diferentes loops que las componen y evaluamos los tiempos
de apertura y desensibilizacion de los receptores formados. Esta estrategia nos permitid
determinar la contribucién de cada loop y las consecuencias funcionales de la interaccion
entre ellos. Determinamos que la interaccion entre los distintos loops de la interfase permite
el acoplamiento de la unién del agonista con la apertura del poro iénico y gobierna la cinética
de apertura y desensibilizacion de los receptores Cys-loop, controlando de esta manera la

duracion de la respuesta sindptica y el periodo refractario.

Los nematodos pardsitos tienen importancia médica y veterinaria ya que afectan la
salud del hombre y del animal. Los farmacos antihelminticos son esenciales para controlar los

nematodos pardsitos. Los agentes levamisol, pirantel, morantel y oxantel, ejercen su accion



actuando sobre los nAChRs de los helmintos. En los ultimos afios se ha demostrado que la
accion de estos farmacos depende del subtipo de receptor nACh. Exploramos las bases
estructurales de dichas diferencias estudiando coémo estos agentes activan a los receptores
nACh muscular y o7 de mamifero utilizando la técnica electrofisioldgica de Patch-clamp.
Encontramos que todas estas drogas son agonistas débiles del receptor nACh muscular adulto
de mamifero. Por el contrario, pirantel y morantel cambian su comportamiento a agonistas
completos y mds potentes que la ACh en el receptor a7. Determinamos que la posicién 57,
localizada en el lado complementario del sitio de unién de agonistas, es responsable de la
diferente activacion de los receptores nACh muscular y a7 por morantel y pirantel. Esta
posiciéon no altera la activaciéon de ACh o de los farmacos oxantel y levamisol. El
conocimiento de la activacion de los nAChRs por antihelminticos contribuird al disefio de
terapias mas selectivas contra los pardsitos y a comprender como éstos desarrollan resistencia

a estos farmacos.
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MOLECULAR PHARMACOLOGY OF PENTAMERIC RECEPTORS
ACTIVATED BY NEUROTRANSMITTERS

SUMMARY

The human brain is a vast and complicated network, where billions of nerve cells use signals
to communicate with each other. At chemical synapses, neurotransmitters are released from
the presynaptic cell. They interact with ligand-gated ion channels (LGIC) at the postsynaptic
cell that convert signals from chemical to electrical in less than one millisecond. The
channels close as the neurotransmitter dissociates to terminate the synaptic event. These
receptors are involved in learning, memory, movement and disease processes, and are targets

for clinically relevant drugs.

The pentameric Cys-loop receptors are LGIC involved in fast chemical synapsis.
Following the neurotransmitter release and binding to Cys-loop receptors, the post-synaptic
response is governed by the kinetics of channel activation, deactivation and desensitization.
The molecular mechanisms of these processes are still unknown. Cys-loop receptors have an
extracellular domain, which contains the agonist binding sites, and a transmembrane domain
where the ion pore is located. One of the goals of this Thesis was to determine the functional
role of the interfacial region between extracellular and transmembrane domains. We
generated homomeric chimeric receptors carrying sequences of a7 or 5-HTz, at the different
loops of the interface and evaluated the open channel lifetime and rate of desensitization.
This strategy allowed us to determine the functional contribution of each loop and the
consecuences of structural mismatching among them. We concluded that the network of
loops at the binding-pore interface of homomeric receptors is essential for coupling agonist
binding to channel opening and also for dictating the kinetics of gating and desensitization.

Thus, this region controls the duration of the refractory period and the synaptic response.

Parasitic nematodes are of medical and veterinary importance, affecting human and
animal health. Anthelmintic drugs are essential to control nematode parasites. These agents,
such as levamisol, pyrantel, morantel and oxantel, exert their action at nAChRs in nerve and
muscle of nematodes. In the last years, it has been demonstrated that the actions of these

drugs depend on nAChR subtypes. To understand the structural basis of the differential

III



activation of anthelmintics among nAChR subtypes, we studied the activation of mammalian
muscle and a7 nAChRs by these agents at the single-channel and macroscopic-current levels.
We showed that anthelminitic agents are low efficacious agonists of mammalian muscle
AChRs. By contrast, morantel and pyrantel are high-efficacious and more potent agonists
than ACh of a7 receptor. Also, we determined that position 57, located at the complementary
face of the binding site, is a main determinant of the differential activation of mammalian
muscle and o7 nAChRs by morantel and pyrantel. This position is not involved in ACh,
oxantel or levamisol activation. These results provide new information for further progress in

drug design and help to understand how parasites develop resistance to these drugs.
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INTRODUCCION

1- EL SISTEMA NERVIOSO
El sistema nervioso es uno de los sistemas més complejos del cuerpo humano constituido por
millones de células neuronales y gliares. La comunicacion entre estas células requiere un
mecanismo altamente eficiente que se logra a través de contactos funcionales conocidos
como sinapsis.

El cientifico espafiol Santiago Ramoén y Cajal obtuvo el premio Nobel de Medicina en
1906 por descubrir los mecanismos que gobiernan la morfologia y los procesos conectivos de
las células nerviosas. Esta teoria basada en la composicion del tejido cerebral por entidades
separadas comunicadas entre si por contactos especializados revoluciond la neurociencia
moderna. En la década de 1950, la microscopia electronica bioldgica establecid, mas alla de

cualquier duda, que las células nerviosas son unidades funcionales independientes.

1.1 La Sinapsis

El sistema nervioso estd formado por una compleja red de células altamente especializadas
capaces de conducir la informacién hacia cualquier parte del cuerpo. Esta comunicacion se
logra a través de la sinapsis, que son contactos funcionales entre neuronas. Existen dos tipos
principales de sinapsis: eléctricas y quimicas. Las sinapsis eléctricas, minoritarias, permiten
el flujo pasivo directo de corriente eléctrica a través de uniones en hendidura (gap junction),
formadas por canales apareados y alineados con precisién en la membrana de cada neurona.
Estos canales constituyen poros por donde circulan iones y metabolitos intracelulares. Las
sinapsis quimicas (Fig. 1) componen la mayoria y permiten la comunicacion a través de la
liberacion de neurotransmisores que interactian con receptores postsindpticos especificos.

En las sinapsis quimicas no hay continuidad intercelular, la separacién entre las
neuronas pre- y post-sindpticas se conoce como hendidura sindptica. Ademds de la
presencia de sefales quimicas, neurotransmisores, contenidas en vesiculas y secretadas
desde la neurona presindptica, existen receptores especializados en las neuronas

postsindpticas que responden a ellos.
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Fig. 1: Esquema de una sinapsis quimica entre dos neuronas.

El cambio en el potencial de membrana, asociado con la llegada del potencial de
accion, produce la apertura de los canales de calcio regulados por voltaje en la membrana
presindptica. La apertura de estos canales produce un influjo rdpido de calcio en la
terminacion presindptica. El aumento en la concentracion de calcio permite que las vesiculas
sindpticas se fusionen con la membrana plasmatica liberando su contenido a la hendidura
sindptica mediante un proceso calcio-dependiente. El neurotransmisor liberado difunde por
este espacio hasta unirse a receptores especificos. Dependiendo del tipo de receptor se
produce un flujo de corriente que altera el potencial de membrana de la neurona
postsindptica, aumentando o disminuyendo la probabilidad de que se genere un potencial de

accion.

1.2 Los Neurotransmisores
Los neurotransmisores son sefiales quimicas liberadas por las terminales nerviosas

presindpticas en la hendidura, capaces de interaccionar con receptores postsindpticos
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especificos. La unién con el receptor modifica de forma transitoria las propiedades eléctricas
de la célula blanco.

En general, los neurotransmisores son sintetizados a partir de precursores definidos
por vias enzimdticas reguladas y empaquetados en vesiculas en la célula postsindptica; son
liberadas mediante un proceso calcio-dependiente y se unen a receptores especificos; y
finalmente son rdpidamente eliminados o degradados a metabolitos que son recaptados
nuevamente por la neurona presindptica para participar de un nuevo ciclo.

Existen numerosos neurotransmisores clasificados en neuropéptidos de gran tamafio y
de molécula pequeiia. Dentro de esta categoria, tenemos a las monoaminas o aminas bidgenas
(dopamina, noradrenalina, adrenalina, serotonina e histamina), ésteres (ACh), aminodcidos
(glutamato, glicina, GABA, aspartato), purinas (ATP, GTP), prostaglandinas y gases (6xido
nitrico, monoxido de carbono).

El neurotransmisor de interés en este trabajo de Tesis es la acetilcolina (ACh). La
ACh es el neurotransmisor de las uniones neuromusculares, interviene en las sinapsis de los
ganglios simpdticos y parasimpdticos del sistema nervioso autéonomo periférico y de
numerosos sitios del sistema nervioso central. La ACh es sintetizada en las terminales
nerviosas a partir de acetil coenzima A (acetil CoA) y colina, por accién de la colina
acetiltransferasa (CAT). A diferencia de otros neurotransmisores que son recaptados, la ACh
es hidrolizada por la acetilcolinesterasa (AChE) en acetato y colina. Las terminaciones
nerviosas colinérgicas contienen un transportador Na*-dependiente de alta afinidad que capta

la colina generada de la hidrdlisis de ACh.

1.3 Los Receptores Postsinapticos

Los neurotransmisores generan respuestas postsindpticas especificas luego de la unién a
determinados receptores de neurotransmisores ubicados en la membrana de la neurona
postsindptica. Estos receptores son proteinas integrales de membrana que poseen un dominio
que une neurotransmisor. Existen de dos tipos, los metabotropicos, que producen efectos
postsindpticos mas lentos, y los ionotropicos que son canales i6nicos regulados por ligando
que dan origen a respuestas postsindpticas rdpidas. Los receptores metabotropicos o
receptores acoplados a proteina G, no poseen canales i6nicos como parte de su estructura,
pero modulan indirectamente a estos al activar una o més proteinas efectoras. Los receptores
1onotrépicos presentan un dominio que une neurotransmisor y otro que forma un canal i6nico.

Pueden producir potenciales postsindpticos excitatorios o inhibitorios, dependiendo de la
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selectividad del canal a cationes o a aniones, los primeros producen despolarizacién y los

segundos hiperpolarizacién de la neurona.

2- CANALES IONICOS ACTIVADOS POR LIGANDOS

Los canales i6nicos son proteinas integrales de membrana que permiten el paso de iones de
manera selectiva frente a un estimulo. Se localizan en células excitables, como células
nerviosas y musculares, y no excitables como células del sistema digestivo, circulatorio, entre
otras. Los canales i6nicos activados por ligandos (LGIC) adquieren diferentes
conformaciones y responden rdpidamente a los neurotransmisores y diversos ligandos.

Existen tres diferentes superfamilias de canales i6nicos activados por ligandos (Fig. 2)

que comprenden a:

e (Canales gatillados por ATP (receptores P2X) formados por tres subunidades
homodlogas, cada una con dos segmentos transmembrana separados por un dominio
extracelular.

¢ Canales activados por Glutamato (receptores NMDA, AMPA y kainato) constituidos
por cuatro subunidades homdlogas. Cada subunidad estd formada por tres segmentos
transmembrana.

e Receptores Cys-loop (incluyen en vertebrados a los receptores: nACh, 5-HTsa,
GABAA y GABA(c y de Glicina) formados por cinco subunidades homoélogas con
cuatro segmentos transmembrana cada una.

En los ultimos afios se han descubierto nuevos receptores y se han identificado las

subunidades que los componen. Por tal motivo el comité de nomenclatura de la Unidn
Internacional de Farmacologia Bésica y Clinica (NC-IUPHAR) ha establecido reglas para

unificar el criterio de como nombrarlas (Collingridge et al., 2009).
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Receptores Cys-loop ~Receptores de Glutamato ~ Receptores de ATP
(pentdmeros) (tetrdmeros) (trimeros)

Fig. 2: Canales i6nicos activados por ligandos (LGIC). Esta superfamilia
estd formada por los receptores Cys-loop (pentdmeros), los activados por
Glutamato (tetrdmeros) y los gatillados por ATP (trimeros).

2.1 ASPECTOS GENERALES

2.1.1 Receptores Cys-loop

Los miembros de la familia de receptores Cys-loop son canales i6nicos activados por
ligandos que tienen en comin en su dominio extracelular un puente disulfuro entre dos
residuos cisteinas separadas por 13 aminodacidos, lo que da el nombre a la familia. Estan
formados por cinco subunidades homoélogas, cada una de las cuales contiene un extremo -
NH; extracelular, cuatro segmentos transmembrana, un gran /oop intracelular, y un extremo -
COOH extracelular corto (Fig. 2). Estos receptores intervienen en procesos fisioldgicos tales
como aprendizaje y memoria, se asocian a enfermedades, y son blancos de numerosos
farmacos.

Los receptores Cys-loop se clasifican en canales selectivos a cationes (excitarorios,
producen despolarizacion de la membrana) o a aniones (inhibitorios, generan
hiperpolarizaciéon de la célula). En los vertebrados encontramos en el primer grupo a
receptores activados por acetilcolina (ACh; receptores nicotinicos de ACh), serotonina (5-
hidroxi-triptamina o 5-HT; receptor de 5-HTj3), y en el segundo, a los activados por GABA
(4cido y-aminobutirico; receptores de GABAA y GABA() y glicina (receptores de glicina).
En los invertebrados esta clasificacion también incluye a receptores de GABA catiénicos

(Beg and Jorgensen, 2003) y a de ACh, serotonina, glutamato, histamina y aminas biégenas,
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aniénicos (Vassilatis et al., 1997; Zheng et al., 2002; Putrenko et al., 2005; Wolstenholme
and Rogers, 2005; Jones and Sattelle, 2008; Ringstad et al., 2009).

2.1.2 Receptor nicotinico de ACh

Dentro de los Cys-loop, el receptor nicotinico de acetilcolina (receptor nACh o nAChR) ha
sido el més estudiado y es considerado modelo de toda la familia. Estd presente en el sistema
nervioso periférico (placa neuromuscular y sistema nervioso auténomo) y central. El nAChR
estd involucrado en varias funciones centrales, entre las cuales se incluyen: control voluntario
del movimiento, memoria y atencidn, suefio y alerta, dolor y ansiedad (Le Novere N. et al.,
2002; Kalamida et al., 2007), y en determinados desordenes neuroldgicos y psiquidtricos
como la enfermedad de Alzheimer, esquizofrenia, déficit de atencidn, etc. (Kalamida et al.,
2007; Faghih et al., 2007; Bertrand and Gopalakrishnan, 2007; Bartos et al., 2009a).

Los primeros estudios fueron realizados a partir del érgano eléctrico de la raya marina
Torpedo californica que produce una descarga eléctrica para huir de sus presas y expresa
grandes densidades de nAChR (Kistler and Stroud, 1981). Luego, fueron favorecidos por el
descubrimiento de la o-bungarotoxina, un componente del veneno de la serpiente Bungarus
multicinctus, que se une de forma casi irreversible al nAChR muscular produciendo parélisis

(Barnard et al., 1977; Albuquerque et al., 2009).

2.1.3 Evolucion del conocimiento de la estructura del nAChR
Durante los ultimos afios se ha avanzado considerablemente en el conocimiento de la

estructura de los receptores nACh mediante la determinacion:

(a) de la estructura molecular de la proteina unidora de ACh (AChBP) de caracol de agua
dulce mediante la cristalizacion de rayos X. La primera estructura determinada fue la del
molusco Lymnaea stagnalis resuelta a 2.7 A (Brejc et al., 2001). Esta proteina carece del
dominio transmembrana formador del poro i6nico (Fig. 3). La secuencia de la AChBP tiene

alta homologia con la del dominio extracelular de los receptores nACh.
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Fig. 3: Proteina unidora de ACh
(AChBP) de Lymnaea stagnalis.
Izquierda:  Vista  superior  del
pentdmero. Derecha: Vista lateral de
un mondémero (Brejc et al., 2001).

(b) del modelo estructural completo del receptor nACh de Torpedo resuelto mediante
microscopia electrénica probablemente en el estado cerrado (4 A de resolucién) (Unwin,
2005). Este modelo muestra los dominios extracelular y transmembrana de las distintas

subunidades que componen el pentdmero (Fig. 4).

Fig. 4: Receptor nACh de Torpedo.
Izquierda:  Vista  superior del
receptor. Derecha: Estructura de una
subunidad (Unwin et al., 2005).

(c) de la estructura del dominio extracelular de la subunidad ol de ratén determinada
mediante la cristalizacion en rayos X a 1.94 A de resolucién (Dellisanti et al., 2007). Esta es
la primera estructura del receptor nACh mostrada de mamiferos. Se resolvié unicamente el
dominio extracelular. Este contiene una cadena carbonada que participa directamente de la
unién de la a-bungarotoxina y un dominio hidrofilico con moléculas de agua (Dellisanti et

al., 2007).

Fig. 5: Dominio extracelular de la
subunidad al de ratén (Dellisanti et
al., 2007).
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(d) y de las estructuras cristalizadas de dos receptores procariotas pertenecientes a la familia
de los canales i6nicos activados por ligandos, una de la bacteria Erwinia chrysanthemi
(proteina ELIC) resuelta a 3.3 A probablemente en el estado cerrado (Fig. 6) (Hilf and
Dutzler, 2008); y otra de la bacteria Gleobacter violaceus (proteina GLIC) resuelta a 3.1 Aen
pH acido probablemente en el estado abierto (Fig. 6) (Hilf and Dutzler, 2009b). Estos canales
iénicos activados por protones son considerados de la familia aunque carecen del Cys-loop
caracteristico, de la o-hélice amino terminal, y del gran loop M3M4 citoplasmatico

encontrado en los receptores Cys-loop (Bocquet et al., 2007; Chang et al., 2009).

Fig. 6: Estructura molecular de los canales
ionicos activados por ligandos de las
bacterias ELIC (izquierda) y GLIC.
(derecha) (Tsetlin and Hucho, 2009).

ELIC structure (PDB 2VL0) GLIC structure (PDB 3EHZ)

Estos modelos han aportado informacion para el estudio de los mecanismos y residuos
claves involucrados en el funcionamiento del receptor (Wells, 2008; Zouridakis et al., 2009;
Tsetlin and Hucho, 2009; Chang et al., 2009). Sin embargo, se necesitan nuevos estudios para

resolver a nivel atoémico la estructura completa de los receptores nACh.

2.2 ASPECTOS ESTRUCTURALES
Numerosos estudios genéticos, proteicos, inmunoldgicos, microscopicos y funcionales
aportaron importante informacion sobre los nAChRs. Estos consisten en estructuras
pentaméricas formadas por subunidades que se ubican de manera tal que forman un poro
i6nico central. Mediante microscopia electronica la estructura del receptor se resuelve como
un cilindro que atraviesa la membrana en forma perpendicular de ~8 nm de didmetro y ~16
nm de alto (Albuquerque et al., 2009).

En los mamiferos existen 17 subunidades nicotinicas (al-al0, f1-p4, v, 0 y €) con una
estructura terciaria en comun. Todas las subunidades comparten (Fig. 7): 1) un dominio NH;-

terminal conservado ubicado por fuera de la célula, de aproximadamente 200 aminoécidos; 2)
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cuatro dominios transmembranales también conservados, M1-M4 (de 15-20 residuos de largo
cada uno); 3) un loop citoplasmatico entre los segmentos M3 y M4 de tamaio y secuencia
aminoacidica variables (110-270 residuos); y 4) una secuencia COOH-terminal relativamente
corta de longitud variable (4-28 aminoécidos).

Los receptores nicotinicos formados a partir de cinco copias iguales o diferentes de
subunidades presentan un dominio extracelular con sitios de unién de agonistas y un dominio
transmembrana que forma un poro i6nico y contiene al filtro de selectividad y la compuerta

del canal.

Fig. 7: Estructura de un mondmero
del nAChR de Torpedo. (Cheng et
al., 2007).

2.2.1 Dominio extracelular y sitio de unién de agonistas

El dominio extracelular de cada subunidad estd compuesto por un pequefio segmento a-hélice
N-terminal, 2 hélices a310 cortas, y 10 hojas plegadas B que forman una estructura [-
sandwich (Fig. 7). Las hojas B se dividen en internas, formadas por B1, B2, B3, BS5, 6 y B8, y
externas compuestas de 4, B7, B9 y B10. El extremo N-terminal se encuentra en el extremo
superior y el C-terminal, en el extremo inferior del dominio extracelular. El loop que conecta
las hojas plegadas 6 y B7, a través de un puente disulfuro separado por 13 aminodcidos,
recibe el nombre de Cys-loop.

El sitio de unién de agonistas se encuentra ubicado a 40 A de distancia de la superficie
de la membrana en la interfase de dos subunidades adyacentes. Un lado, conocido como
“principal”, contribuye con 3 loops de hojas plegadas B que contienen principalmente
residuos aromaticos: loop A (B4BS), loop B (B7B8) y loop C (B9B10). Este lado proviene de
subunidades o (al, a2, a3, o4, a6, a7 o 09). El lado opuesto, se conoce como

“complementario” y estd formado por tres porciones de hojas plegadas que reciben también

10
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el nombre de loop D-F. Es aportado por subunidades a, en receptores homopentaméricos, o
no-a, en heteropentdmeros.

El lado principal del sitio de unién de agonistas (Fig. 8) estd formado por diversos
residuos aromadticos altamente conservados: Trp86 y Tyr93 (loop A), Trp149 y Gly153 (loop
B), y Tyr190, Cys192, Cys193 y Tyr198 (loop C) (residuos correspondientes a la subunidad o
de Torpedo). Los residuos del lado complementario son: Trp55 y Asp57 (loop D), Leul09,
Arglll, Thr117 y Leull9 (loop E), y Aspl74 y Glul76 (loop F) (residuos de las
subunidades 0 o y de Torpedo) (Brejc et al., 2001; Changeux and Edelstein, 2001; Sine, 2002;
Changeux and Taly, 2008).

Lado principal (+) Lado complementario (-)
B E
W119
Y15 N111
‘ ® ® a7
L)
Y190 @
c c192 ACh ® wss D
c193
Y193 @
e D180
Y93 wae

Fig. 8: Sitio de unién de agonistas formado por
diferentes residuos del lado principal y complementario.

Las subunidades de los receptores nACh se clasifican como a o no-a (Fig. 9) de
acuerdo a la presencia o ausencia de un par de cisteinas adyacentes del sitio de unién
(residuos C192-C193 en la subunidad al de Torpedo) necesarias para la unién del agonista

(Karlin et al., 1986; Lukas et al., 1999; Matsuda et al., 2005).

i NH2 NH2
b @
) !
©C r—COOH r—COOH

fnrnn minnn prnnn [
AuLL LasLy LLLLy Lasey

o. subunit non-o. subunit

Fig. 9: Representacion esquemdtica de subunidades
oy no-a. (Matsuda et al., 2005).
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En el dominio extracelular de los nAChRs existen de dos a cinco sitios de unién de
agonistas. Un receptor heteropentamérico (como el nAChR muscular) contiene sélo dos sitios
de unién de agonistas. En cambio, un receptor homopentamérico presenta cinco sitios de
union. Resultados de nuestro laboratorio revelaron que, aunque con dos sitios ocupados el
receptor homopentamérico logra abrirse, la dptima activacién se logra cuando existe tres

sitios de unién no consecutivos ocupados por el agonista (Rayes et al., 2009).

2.2.2 Dominio transmembrana y poro iénico

El dominio transmembrana de los receptores nACh estd formado por las cuatro hélices a de
cada subunidad. Cada subunidad presenta cuatro segmentos (M1-M4) que atraviesan la
membrana, conectados por medio de loops (MIM2 y M3M4 intracelulares y M2M3
extracelular). Estos segmentos se acomodan simétricamente formando el poro del canal por
donde pasan los iones (Fig. 10). Los segmentos M2 forman un anillo interno y son las
paredes del canal. El resto de los segmentos (M1, M3 y M4) forman un anillo externo que
estd en contacto con la capa lipidica. Cerca de un 25% de cada hélice se extiende por fuera de

la membrana hacia el espacio extracelular (Unwin, 2005).

Fig. 10: Vista superior del poro iénico del receptor. El segmento
transmembrana M2 de cada subunidad delimita el poro
(Albuquerque et al., 2009).

Aproximadamente por la mitad del poro existe un estrechamiento debido a
interacciones hidrofébicas entre residuos de las cadenas M2 vecinas (posiciones 97y 137).
Estas interacciones hidrofdbicas involucran a leucina 251 (alL251 en el receptor de Torpedo)

y su vecina alanina (o serina), y a valina 255 (aV255) con fenilalanina (Miyazawa et al.,

12
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2003). El didmetro del poro en esta zona es tan pequefio (~2 A) (Cheng et al., 2006;
Beckstein and Sansom, 2006) que no permite el pasaje de iones sodio o potasio. Esta region
del poro podria corresponder a la compuerta del canal o gate (Fig. 11) (Miyazawa et al.,

2003; Ivanov et al., 2007; Absalom et al., 2009).

Fig. 11: Estructura del poro iénico del receptor nACh o7.
En verde residuos hidrofébicos que formarfan la
compuerta del canal. En rojo, residuos hidrofilicos que
formarian el vestibulo (Ivanov et al., 2007).

El poro del receptor nACh también contiene los filtros de selectividad. En las
posiciones -2°y 2” de los segmentos M2 (Villarroel and Sakmann, 1992; Wang et al., 2008)
existen residuos con carga negativa que facilitan el pasaje de cationes y previenen el ingreso
de aniones y grandes moléculas al interior celular.

El segmento M2 no toma contacto con los segmentos M1 y M3, el espacio entre ellos
contiene agua. Sin embargo, existen aproximaciones de ciertos residuos hidrofébicos entre
las cadenas de M2 y M3 (L250-1296, L257-1289 y V261-V285 en la subunidad o de
Torpedo) y entre M2 y M1 (LL253-F225) (Miyazawa et al., 2003).

2.2.3 Dominio intracelular

El dominio intracelular consiste en un gran /loop citoplasmético que conecta los segmentos
M3 y M4. Su longitud es variable entre las distintas subunidades (110 a 270 residuos) y tiene
una estructura corta de a-hélice. Sin embargo, esta estructura no es bien resulta a 4 A y
parece estar distorsionada (Unwin, 2005). En conjunto, estas hélices forman el vestibulo
intracelular del poro i6nico y presenta cargas negativas.

Esta region intracelular estd asociada a proteinas del citoesqueleto, tales como rapsina
(Burden et al., 1983; Froehner, 1991), que permiten el agrupamiento de los receptores en
determinados sitios de la membrana (Bruneau and Akaaboune, 2007). Esta region también
contribuye con la cinética del receptor nACh muscular (Bouzat et al., 1994) y contiene los

determinantes de conductancia del receptor 5-HT3,4 (Kelley et al., 2003; Rayes et al., 2005).

13
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Finalmente, el loop M3M4 contiene sitios de fosforilacion que modulan la expresion, la
desensibilizacién y la interaccion con proteinas del citoesqueleto (Huganir et al., 1986;
Swope et al., 1995; Wang et al., 2004).

En los receptores activados por ligando de procariotas (GLIC y ELIC), este dominio
no estd presente, indicando que no es esencial para la activaciéon del canal (Bocquet et al.,

2007; Hilf and Dutzler, 2008).

2.3 ASPECTOS FUNCIONALES

2.3.1 Cambios conformacionales inducidos por el agonista

La unién de ACh o de otros agonistas colinérgicos al receptor desencadena un proceso
reversible conocido como gatillado (Fig. 12) (Cederholm et al., 2009; Chang et al., 2009;
Bartos et al., 2009a), que finaliza con el pasaje de iones (Na*, K", Ca™) por el poro. Este
proceso resulta en la despolarizacion de la membrana celular y la subsecuente modulacion de

la actividad neuronal o contraccion muscular.

Fig. 12: Esquema de los movimientos producidos
durante el gatillado (Ivanov et al., 2007).

Etapa I: Union del agonista

El agonista interacciona con el sitio de unién mediante puentes de hidrégeno, fuerzas dipolo-
cation, van der Waals e interacciones m-cation (Celie et al., 2004; Dougherty, 2007; Liu et al.,
2008). En el lado principal predominan las interacciones m-cation entre grupos arométicos de

residuos (fenilalanina, tirosina y triptofano) y la carga positiva del agonista (Dougherty,

14
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2007). En todos los casos, las interacciones se complementan con las de los residuos menos
conservados del lado complementario, aportando de esta manera especificidad a la unién.

En ausencia de agonista, el loop C se encuentra en una conformacién abierta o hacia
afuera (Fig. 13). Cuando el agonista llega al sitio de unidn, el loop C se mueve hacia el centro
del receptor interaccionando con el ligando y los residuos del lado complementario. Este
efecto “atrapa” al agonista (Fig. 13) (Cheng et al., 2006; Ulens et al., 2006; Wang et al.,
2009). Como el loop C esta conectado directamente al extremo N-terminal de M1 por medio
de B10, los cambios iniciales se traducen hacia la interfase entre los dominios extracelular y

transmembrana.

Fig. 13: Cambios conformacionales del loop C en el
estado abierto (izquierda) y en el cerrado (derecha)
(Hansen et al., 2005).

Etapa II: Funcion de la interfase entre los dominios extracelular y transmembrana

La interfase entre el dominio unidor de agonista y el formador del poro i6nico es una zona
estructural de transicion donde las hojas plegadas B del dominio extracelular estin en
estrecho contacto con los extremos de las hélices a del dominio transmembrana (Fig. 14). Los
cambios conformacionales producidos luego de la unién del agonista, se transfieren al
segmento M2 por medio de esta region, produciendo la apertura del poro.

Esta region estd formada por estructuras provenientes del dominio extracelular como
el loop B1B2, Cys-loop, B8P9 y el final de B10, y otras del dominio transmembrana como la
region pre-M1, el linker M2M3 y el final de M4 (post-M4) (Fig. 14).

Previamente en el laboratorio se demostré el rol de la interfase entre los dominios
extracelular y transmembrana creando una quimera conteniendo en el dominio extracelular,
secuencias de la proteina unidora de ACh (AChBP) y en el transmembrana, secuencias del

receptor de serotonina (5-HT3,) (Bouzat et al., 2004). La quimera resultante unia ACh pero
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no era funcional. Unicamente cuando se reemplazaron las secuencias de los loops Cys-, B1p2
y B8P9 de la AChBP por secuencias de 5-HT3a, se restaurd el acoplamiento funcional de la
interfase y la funcionalidad del receptor (Bouzat et al., 2004). Estos resultados resaltan la
importancia de las interacciones alostéricas especificas entre ambos dominios.

En los ultimos afios surgieron numerosas publicaciones que muestran residuos de los
diferentes loops de la interfase que interaccionan entre si para permitir el acoplamiento de los
dominios extracelular y transmembrana (Lee and Sine, 2005; Lummis et al., 2005; Xiu et al.,
2005; Grutter et al., 2005a; Jha et al., 2007; Lee et al., 2008; Lee et al., 2009). Las evidencias
experimentales sugieren que los diferentes subtipos de receptores nicotinicos utilizan distintas
combinaciones de residuos para generar una respuesta acorde a las necesidades fisioldgicas
de las células postsindpticas.

La importantisima y compleja funcion de la interfase entre ambos dominios es clave
en la apertura del canal (Xiu et al., 2005; Gay and Yakel, 2007; Bouzat et al., 2008;
Cederholm et al., 2009; Chang et al., 2009). Este punto serd discutido en detalle en el
Capitulo IIL.

Fig. 14: Interfase entre el dominio unidor de agonista y el formador del poro iénico.
Izquierda: Representaciéon del nAChR con una subunidad destacada, con el dominio
extracelular en amarillo y el transmembrana en rojo. Derecha: Interfase con los
loops coloreados en naranja (B1P2), gris (B8B9), verde (Cys-loop), violeta (B10),
rosa (pre-M1), azul (M2M3) y celeste (post-M4).

Etapa III: Apertura del poro
Los cambios generados en el dominio extracelular e interfase, llevan al movimiento de las
hélices a de los segmentos M2. Las interacciones hidrofdbicas de la compuerta del canal se

desestabilizan y se rompen de manera transitoria. El didmetro del poro aumenta
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aproximadamente 1 A (Cheng et al., 2006) permitiendo el flujo de iones a través de él
(Unwin, 2005).

El mecanismo por el cual el poro se abre todavia estd en discusién. En un primer
momento se postulé una rotacion en bloque de los segmentos M2 (Miyazawa et al., 2003).
Estudios posteriores de simulacién establecieron, de acuerdo al modelo estructural utilizado,
que las a-hélices de M2 sufririan una inclinacién (Hilf and Dutzler, 2009a), otras posturas
defienden una rotacién de M2 (Liu et al., 2008), y otras, una mezcla de ambas (Cheng et al.,

2007).

2.3.2 Estados funcionales

El receptor nACh es una proteina alostérica que presenta diversos estados conformacionales
interconvertibles. El modelo concertado de dos estados, también conocido como el modelo de
Monod-Wyman-Changeux (MWC), establece que el ligando induce un cambio de
conformacién en el receptor hacia otros estados preexistentes (al menos dos) mediante un
equilibrio reversible. Los agonistas pueden seleccionar y estabilizar la conformacion del
estado abierto, mientras que los antagonistas competitivos, el estado cerrado.

Para el receptor nACh se ha establecido al menos tres estados conformacionales:
cerrado o de reposo, abierto y desensibilizado. El estado de reposo presenta baja afinidad por
los ligandos y no es conductor de iones, el estado abierto tiene alta afinidad por los ligandos y
es conductor, y el estado desensibilizado tiene ain alta afinidad por los ligandos pero no es
conductor. El estado de reposo se da principalmente en ausencia de ligando, la unién de la
ACh o de otros agonistas colinérgicos genera la transicién del estado de reposo al abierto. El
estado desensibilizado ocurre frente a exposiciones prolongadas de agonistas. Luego de que
el agonista es removido del sitio de unidén, el receptor retorna al estado de reposo
nuevamente.

El receptor nACh muscular es el mejor caracterizado de toda la familia. Segun el
modelo alostérico, el mecanismo de activacion que define su cinética se detalla en el

Esquema 1 (Sine et al., 1990; Dilger, 2002).
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Dy D, D,

K D2 Esquema 1
D+&—=AD+——A,D

En el Esquema 1, los estados de reposo (R, no conductor), abierto (R*, conductor) y
desensibilizado (D, no conductor) del receptor se interconvierten en ausencia de agonista (A).
La activacion ocurre en forma progresiva a medida que el receptor es ocupado por dos
moléculas de agonistas. La eficacia para activarse, medida por la constante 0, es mayor para
el receptor biligado que para el receptor en estado de reposo. Las constantes de disociacion
para los estados de reposo, abierto y desensibilizados son K, K* y Kp (Dilger, 2002). La
activacion ocurre rdpidamente mientras que la desensibilizacion es mds lenta. Las
velocidades dependen del subtipo de receptor nACh.

El Esquema 1 puede simplificarse teniendo en cuenta que: 1) las aperturas del canal en
el estado de reposo ocurren esporddicamente; ii) la desensibilizacion se da principalmente
desde el estado biligado abierto; y iii) y la recuperacién de ésta se produce por el camino

desensibilizado (Dilger and Liu, 1992).

R&ARLAzR

ki ko A
o || B a || B2
AR* AzR*.%»AZB
A b
d d,
AzD Esquema 2
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En el Esquema 2, dos moléculas de agonistas (A) se unen al receptor (R) en el estado
de reposo con constantes de asociacion k; y ki, y disociacién k.; y k. El receptor ocupado
por un agonista (monoligado) se abre con una velocidad B; y se cierra con una velocidad a;, y
ocupado por dos agonistas (biligado), con una velocidad de apertura 3, y con una velocidad
de cierre a,. La constante de equilibrio de gatillado del canal (0) se obtiene de la razén entre
las velocidades de apertura y cierre del receptor biligado (B./0;) (Sine et al., 1990). A altas
concentraciones de agonista, el receptor biligado (A;R*) puede desensibilizarse con
velocidad d; y recuperarse de la desensibilizaciéon con velocidad d.. El agonista en altas
concentraciones también puede bloquear el poro del canal (A;B) llevando al receptor a un
estado no conductor con una velocidad de bloqueo k;,[B] y de desbloqueo kuy,
respectivamente.

El andlisis cinético nos permite evaluar diversas mutaciones que producen cambios en

las distintas constantes y de esta manera relacionar la estructura con la funcién del receptor.

A nivel de canal tunico, la activacién del receptor nACh muscular por ACh puede
explicarse en base al Esquema 2 (Fig. 15). A medida que la concentracion de ACh aumenta,
se estabilizan los estados AR y AR, ya que el equilibrio se desplaza hacia la derecha. A bajas
concentraciones de agonista la activacion es en forma de eventos aislados. El histograma de
tiempo de estado abierto se ajusta con dos componentes, el més largo (~1 ms) corresponde al
receptor biligado A;R* y el mas breve (~0.2 ms) al monoligado AR* (Fig. 15). El area del
componente mas breve de apertura, disminuye a altas concentraciones de ACh ya que el
receptor se encuentra principalmente en el estado biligado abierto. La duraciéon del
componente mdas largo de apertura se mantiene constante a lo largo de las distintas
concentraciones de ACh.

Con el aumento progresivo de la concentracién (10 a 300 uM), la activacién ocurre en
forma de clusters. Los clusters de activacion se definen como episodios de numerosas
aperturas sucesivas separadas por tiempos mayores que un tiempo critico que se obtiene del
histograma de cierre del canal (Bouzat et al., 2000) y corresponden a aperturas y cierres de
una misma molécula de receptor. Los cierres dentro del cluster se hacen cada vez mds breves
a medida que aumenta la concentracién de agonista ya que existe un aumento de las
velocidades de asociacion (ks y ki»), por lo tanto, el drea mayoritaria de los histogramas de
cierre se desplaza hacia tiempos mas breves. La probabilidad de apertura (Paperura) dentro de
un cluster, es la probabilidad de encontrar al canal abierto en el tiempo que dura el cluster, y

aumenta ~0.1 a ~1 con concentraciones de ACh entre 10 y 300 uM, respectivamente.
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Fig. 15: Activacién del receptor nACh muscular adulto por ACh. Izquierda: Trazos
de corrientes unitarias obtenidas en la configuracion cell-attached activadas con ACh
1, 30, 100 y 300 uM. Derecha: Histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado
correspondiente a cada condicion. Potencial de membrana: -70mV.

La cinética de activacién del receptor nativo a7 y la de la quimera a7-5SHT34 fueron

estudiados en este trabajo y se detallardn en los Capitulos I y II de esta Tesis.

2.3.3 Subtipos de receptores nACh

Distintos subtipos de receptores nACh se expresan en el sistema nervioso central, asi también
como en la periferia mediando la transmisién sindptica en la placa neuromuscular y ganglios.
Los nAChRs se encuentran también en células no-neuronales/no-musculares (Gotti and

Clementi, 2004; Gahring and Rogers, 2005; Kalamida et al., 2007; Gotti et al., 2007).

Receptor nACh muscular
El receptor nACh muscular estd localizado postsindpticamente en la placa neuromuscular
donde recibe sefiales de las motoneuronas.

La estequiometria del receptor nACh muscular fetal antes de la inervacién o luego de
la denervacién y en 6rganos eléctricos de peces es (al),f1yd. Durante la miogénesis, la
expresion del receptor en la membrana de los mioblastos es baja, luego, en el musculo
maduro aumenta, localizdindose exclusivamente en la membrana postsindptica de la placa

neuromuscular. En el musculo adulto la subunidad y es reemplazada por €, originando
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receptores con estequiometria (al),f10¢ (Kalamida et al., 2007). El lado principal del sitio de
unién de agonistas estd formado por residuos que provienen de la subunidad al y el lado
complementario por aminodcidos de ¢ y /8. Los dos sitios de unién presentan diferente
afinidad por la ACh (Ackermann and Taylor, 1997).

El receptor nACh muscular es blanco de enfermedades hereditarias y adquiridas que
causan un deterioro de la transmision neuromuscular y debilidad muscular, entre las que
podemos nombrar a la miastenia gravis (Gilhus, 2009) y a los sindromes miasténicos

congénitos de canal rapido y lento (Engel et al., 2009).

Receptores nACh neuronales

Los receptores nACh neuronales expresan en el sistema nervioso central y periférico, en
ganglios y células no excitables (queratinocitos, multiples células del aparato digestivo,
células endoteliales, glia, células sanguineas). Hasta el momento se clonaron nueve
subunidades a (a2-a10) y tres B (2-p4) (Gotti and Clementi, 2004; Dani and Bertrand, 2007;
Gotti et al., 2007; Taly et al., 2009). Las distintas combinaciones de subunidades generan
receptores localizados en distintas regiones, con diferentes propiedades farmacoldgicas y
cinéticas (Gotti et al., 2007; Taly et al., 2009).

Las subunidades o7-09 pueden formar homopentimeros (a7, a8, a9) o
heteropentameros (a7/08 y a9/a10) (Plazas et al., 2005). En cambio, las subunidades a2-a6 y
B2-B4 forman heteropentdmeros con la estequiometria (ay)»(By)3 (Kalamida et al., 2007; Gotti
et al., 2007). Los receptores nACh neuronales pueden ubicarse en dreas presindpticas
actuando como autoreceptores o heteroreceptores que regulan la liberacién de varios
neurotransmisores como ACh, 5-HT, glutamato, dopamina, noradrenalina y GABA, o
postsindpticas, mediando la transmision excitatoria rapida entre células nerviosas, asi también
como la expresidn genética, la diferenciacion celular y supervivencia (Kalamida et al., 2007).

Los receptores nACh neuronales también expresan en células no excitables (Gahring
and Rogers, 2005). Se encuentran en multiples tipos celulares que incluyen la glia,
queratinocitos, células endoteliales, multiples tipos celulares del sistema digestivo, pulmén y
sistema inmune como linfocitos, monocitos, macréfagos (Macklin et al., 1998; Maus et al.,
1998; Conti-Fine et al., 2000; Wessler et al., 2003; Gotti and Clementi, 2004; De Rosa et al.,
2005; Gahring and Rogers, 2005; Kalamida et al., 2007; Gotti et al., 2007; Albuquerque et
al., 2009). Muchas de esas células sintetizan y liberan ACh.
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Los receptores nACh neuronales estdn involucrados en numerosas enfermedades y
son blancos terapéuticos para el tratamiento de las mismas. El rol fisiopalégico que
desempefian no estd todavia definido. Estdn implicados en las enfermedades de Alzheimer y
Parkinson, en la esquizofrenia, en el sindrome de déficit de atencidn, epilepsias hereditarias,

entre otras, asi también como en los tratamientos para dejar de fumar (Kalamida et al., 2007).

3- MODULACION FARMACOLOGICA
Los receptores nACh son blancos de numerosos compuestos y drogas terapeuticas.

Los farmacos afectan las transiciones entre los distintos estados conformacionales del
receptor. Si actdan en el sitio de unién del neurotransmisor enddégeno, son agonistas o
antagonistas competitivos, mientras que si lo hacen en otro sitio son inhibidores o activadores
no competitivos (Fig. 16). Adicionalmente al sitio de unién de la ACh, se han identificado
sitios involucrados en la unién de moduladores alostéricos, esteroides y bloqueadores

competitivos o moduladores alostéricos negativos (Fig. 16) (Zouridakis et al., 2009).

Sitio de unién
competitivo

Sitio de unién no
competitivo

Sitio de unién no
competitivo de moduladores
alostéricos positivos

Sitio de unién de los
bloqueadores de canal
abierto

Fig. 16: Representacion esquemadtica de la localizacion de
los sitios de unién de los ligandos competitivos y no
competitivos (Zouridakis et al., 2009).

La co-cristalizacion de varias AChBPs de molusco con diversos agonistas y
antagonistas revel6 detalles de las interacciones entre ligandos y residuos especificos del sitio

de unién a través de estudios in silico, screenings farmacoldgicos y andlisis de rayos X
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(Taylor et al., 2007; Ulens et al., 2009; Rucktooa et al., 2009). Se espera identificar
determinantes moleculares que permitan desarrollar drogas altamente selectivas para el
tratamiento de enfermedades en las cuales el receptor esté implicado.

A continuacién nombraré las caracteristicas de los fairmacos utilizados en este trabajo

de Tesis.

3.1 Agonistas completos y parciales

Los agonistas completos son fadrmacos capaces de generar la maxima respuesta del receptor,
es decir, producen la transicién del receptor del estado de reposo al abierto con méxima
efectividad. Los agonistas parciales no son capaces de generar la mdxima respuesta atn en
presencia de altas concentraciones. L.os mecanismos de esta parcialidad no estdn todavia
dilucidados aunque en los tultimos afios se han realizado importantes avances (ver discusion
Capitulo I). La ventaja de usar agonistas parciales radica que, a diferencia de los agonistas
completos, no generan superestimulacion de los receptores y se evita los efectos adversos
tales como desensibilizacion, tolerancia, dependencia (Zhu, 2005).

El sitio de union de los distintos agonistas puede coincidir total o parcialmente con el
del neurotransmisor endégeno ACh (sitio de uni6n ortostérico). Diversos estudios
cristalograficos demostraron que los agonistas interaccionan con residuos del lado principal
del sitio de unién a través de puentes hidrégeno, interacciones dipolo-cation, m-catiéon y
fuerzas de Van der Waals (Celie et al., 2004; Dougherty, 2007; Liu et al., 2008). Las
interacciones se complementan con las de los residuos del lado menos (Zouridakis et al.,
2009). Los agonistas con grupo amonio terciario o cuaternario interaccionan con residuos
tirosina y triptofano de los loops A, B, C y D, mediante fuerzas m-cation (Celie et al., 2004;
Ulens et al., 2009; Taly et al., 2009).

Los agentes antihelminticos actian, de acuerdo al subtipo de receptor nACh, como
agonistas completos o parciales (Rayes et al., 2001; Rayes et al., 2004; Bartos et al., 2006b;
Bartos et al., 2009b). Este tema es parte del trabajo de Tesis y serad desarrollado en el Capitulo
L

3.2 Antagonistas competitivos
Los farmacos antagonistas son moléculas que se unen en el mismo sitio que el

neurotransmisor endégeno pero no pueden desarrollar ningtn efecto o accion farmacoldgica.
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Generalmente interaccionan con cierto nimero de residuos del sitio de unién impidiendo, de
esta manera, la unién del neurotransmisor endégeno.

Diversos estudios cristalograficos de AChBPs con antagonistas competitivos
demostraron que, a diferencia de los agonistas, la unién involucra interacciones puente
hidrégeno y fuerzas de Van de Waals con residuos altamente conservados del lado principal
del sitio de unién de agonistas, especialmente residuos del loop C, y con residuos menos
conservados del lado complementario, especialmente del loop F (Zouridakis et al., 2009). La
principal diferencia con la union de los agonistas es que el loop C no “atrapa” a la molécula
de antagonista (Zouridakis et al., 2009).

Existen numerosos antagonistas competitivos, como las neurotoxinas de serpientes y
conotoxinas de caracoles. Dentro de ellas, usamos la a-Bungarotoxina (a-Btx) que proviene
del veneno de la serpiente Bungarus multicinctus como antagonista competitivo del receptor

nACh o7 (Barnard et al., 1977; Albuquerque et al., 2009).

3.3 Inhibidores no competitivos: Bloqueadores de canal abierto

Los inhibidores no competitivos pueden actuar por diversos mecanismos: (1) a través del
bloqueo del canal cuando se encuentra en el estado abierto, (2) o por medio de mecanismos
alostéricos: (a) estabilizando estados conformacionales no conductores (reposo o
desensibilizado) o (b) incrementando la velocidad de desensibilizacién (Arias et al., 2006a).
Ejercen sus efectos de una manera distinta a la de los antagonistas competitivos, los cuales
modulan actuando en el sitio de unién ortostérico de los nAChRs.

En este trabajo de Tesis describimos la accién de los farmacos antihelminticos como
bloqueadores de canal abierto. La inhibicién del receptor por medio de este mecanismo seria
simplemente el bloqueo estérico o fisico del poro, es decir, el firmaco se ubica en el poro y
de esta manera no permite el pasaje de iones a través de €l. Los sitios de unién de los
bloqueadores se encuentran distribuidos en el dominio transmembrana, en particular dentro
de la compuerta y en la entrada de los filtros de selectividad (Taly et al., 2009). El bloqueo
del canal se produce sin afectar la unién del agonista por su sitio. En el caso de los farmacos
antihelminticos, éstos actian como agonistas y a su vez como bloqueadores del poro una vez
que activan con distinta eficacia al receptor (Rayes et al., 2001; Rayes et al., 2004; Bartos et

al., 2006a; Bartos et al., 2009b).
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Como ejemplos de otros inhibidores o antagonistas no competitivos se encuentran
determinados anestésicos, ciertos neuroesteroides y antidepresivos triciclicos (Valera et al.,

1992; Arias et al., 2006a; Arias et al., 2006b; Gumilar and Bouzat, 2008; Arias et al., 2009).

4- ACCION DE LOS ANTIHELMINTICOS SOBRE LOS nAChRs

Las drogas antihelminticas son utilizadas para controlar, prevenir y tratar las infestaciones
tanto en humanos como en animales domésticos. La infestacion por pardsitos afecta a un
cuarto de la poblacion mundial y se relaciona estrechamente con factores geograficos,
sociales y econémicos. Se distribuye ampliamente en zonas tropicales y subtropicales. La
carga de la enfermedad recae desproporcionadamente sobre poblaciones de bajos recursos,
donde existe saneamiento inadecuado, sobrepoblacidn, bajos niveles de educacién y falta de
acceso a la asistencia sanitaria. La farmacoterapia utilizada en el tratamiento de las
infestaciones tiene el objetivo de afectar al agente causante sin generar dafio al huésped.
Cuando un férmaco antihelmintico es utilizado continuamente sin control se genera
resistencia contra €l y probablemente contra otro que tenga el mismo mecanismo de accidn.

Las drogas antihelminticas tienen dos modos principales de accion (Martin et al.,
1997). Pueden actuar sobre los canales idnicos de los gusanos actuando en forma rapida, o
sobre blancos bioquimicos de accién con efectos mds lentos. En el primer grupo tenemos
drogas que actian sobre los receptores nicotinicos de ACh (levamisol, pirantel, morantel,
oxantel) (Robertson and Martin, 1993; Evans and Martin, 1996), sobre receptores de GABA
(piperazine) (Martin, 1985), de glutamato permeable a cloruros (ivermectina, doramectina,
etc) (Martin, 1996) y los que afectan la permeabilidad de la membrana al calcio
(praziquantel) (Redman et al., 1996). En el segundo grupo, tenemos como ejemplo a los
antihelminticos que afectan a la B-tubulina (tiabendazol, cambendazol), al metabolismo del
malato (diamfenetido), y al metabolismo del dcido araquiddnico (dietilcarbamizina).

Entre los antihelminticos que actian sobre los receptores nACh presentes en las
células musculares de los pardsitos encontramos a los imidazotiazoles (levamisol y
butamisol), tetrahidropirimidinas (pirantel, morantel y oxantel), sales cuaternarias de amonio
y pirimidinas (metiridina). Estas drogas producen despolarizacion de la célula en forma
permanente sin afectar a los receptores del hospedador. El gusano muere por paralisis
espastica.

Los antihelminticos, actian como agonistas completos de los nAChRs de los gusanos

(Martin et al., 1996), y como agonistas parciales de los receptores nicotinicos musculares de
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mamiferos (Rayes et al., 2001; Rayes et al., 2004; Bartos et al., 2009b). En los tltimos afios,
se ha determinado que estos antihelminticos pueden tener un diferente modo de accion
dependiendo del subtipo de receptor nACh de mamifero. Pueden actuar como agonistas
completos y mds potentes que el propio neurotransmisor endégeno (Bartos et al., 2006b;
Bartos et al., 2009b) o como modulares alostéricos (Levandoski et al., 2003; Wu et al., 2008).

La accién de los antihelminticos sobre los subtipos de receptores nACh, asi como el

desarrollo de la resistencia sera desarrollada en detalle en el Capitulo I.
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METODOLOGIA

1- SUBUNIDADES SALVAJES, MUTADAS Y QUIMERICAS

En este trabajo de Tesis utilizamos el ADNc (ADN complementario) de subunidades del
receptor nACh muscular adulto de mamifero (02p0¢g), del receptor homopentamérico
neuronal a7, de la chaperona Ric-3, de la proteina verde fluorescente GFP, del receptor
quimérico o7-5SHTs4 de alta conductancia (AC) y de las quimeras formadas a partir de a7-
SHTss. E1 ADNc de las distintas subunidades se encuentran subclonadas en el vector de
expresion pRBG4 (Sine, 1993).

La forma de alta conductancia de la quimera a7-5HT;, (Eisele et al., 1993) se
construy6 previamente en el laboratorio y se caracterizé en detalle (Rayes et al., 2005). En
esta quimera, los tres residuos argininas responsables de la baja conductancia del receptor de
serotonina tipo 3A (5HT34) se mutaron por R432Q, R436D y R440A (Kelley et al., 2003).

Construimos las subunidades mutadas y quiméricas utilizando un kit de mutagénesis
Sitio-dirigidas QuikChangeTM Site-Directed Mutagenesis kit (Strategene, Inc., TX). Las

secuencias se confirmaron con cortes con enzimas de restriccion y secuenciacion.

2- EXPRESION DE RECEPTORES

Para expresar los receptores nACh utilizamos células BOSC 23, una variante de la linea HEK
293 (Human Embryonic Kidney). Las mismas son mantenidas en cultivo con medio DMEM y
suero fetal bovino.

Transfectamos estas células con el ADNc de las subunidades salvajes, mutadas y
quiméricas utilizando el método de precipitacion con fosfato de calcio, como se describid
previamente (Bouzat et al., 1994; Bouzat et al., 2000; Bouzat et al., 2002). El ADNc del
receptor salvaje neuronal a7 se co-transfectd con el de la chaperona Ric-3 (Williams et al.,
2005) en la proporcion a7-Ric-3 de 1:4 necesaria para la expresion en superficie del receptor.
Incluimos en todas las transfecciones un pldsmido que codifica para una proteina verde
fluorescente (GFP) en la proporcién 1:10, para poder identificar las células transfectadas bajo
el microscopio de fluorescencia cuando son irradiadas con luz ultravioleta.

De acuerdo a la expresion del subtipo de receptor nACh o quimérico, realizamos los

estudios electrofisiolégicos luego de 12, 24 6 48 horas de la transfeccion.
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3- ESTUDIOS ELECTROFISIOLOGICOS

Los estudios electrofisioldgicos se llevaron a cabo utilizando la técnica de Patch-clamp en
tres configuraciones diferentes de acuerdo a la finalidad del experimento y el tipo de receptor:
cell-attached, outside-out y whole-cell (Hamill et al., 1981).

Obtuvimos los registros de canal tnico en la configuracion cell-attached (Hamill et
al., 1981) a un potencial de membrana de -70 mV y a 20°C, como se describié previamente
(Bouzat et al., 2004; Rayes et al., 2005). Brevemente, un sello en esta configuracién (Fig. 17)
se obtiene tocando una célula con la punta de la pipeta y aplicando un pulso de presion
negativa para que se forme un sello de alta resistencia (mayor a 20 G€2) de manera tal que la
corriente que observemos corresponda al flujo de iones a través de los canales existentes en el
parche formado.

La configuracion whole-cell se consigue rompiendo un sello de alta resistencia
formado entre la pipeta y la membrana celular con un pulso fuerte de presion negativa. La
configuracién outside-out se obtiene con un paso adicional que consiste en remover
lentamente la pipeta de la célula para que se forme una vesicula pequefa (Fig. 17). En la
configuracion whole-cell registramos la corriente de todos los canales presentes en una célula
y en la configuracion outside-out, la de un grupo de canales. La corriente obtenida en whole-
cell generalmente es mas lenta en alcanzar el pico maximo. De acuerdo al tipo de receptor y a
la finalidad del experimento se utiliz6 una u otra configuracion.

En la figura 17 se esquematiza las diferentes configuraciones de la técnica de Patch-

clamp utilizadas en este trabajo de Tesis.
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cell-attached

Agonista e _ Agonista
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whole-cell outside-out

Fig. 17: Distintas configuraciones de la
técnica electrofisiolégica de Patch-clamp.

3.1 Equipo y pipetas

El equipo utilizado en esta técnica estd compuesto de las siguientes partes: Amplificador
Axopatch 200 B (Axon Instruments, Inc., CA); Interfase PCI-6111E (National Instruments,
Austin, TX); Programas de software, Acquire (Bruxton Corporation, Seattle, WA) y TAC
4.0.10 (Bruxton Corporation, Seattle, WA); Microscopio invertido Nicon Eclipse TS100 o

Zeiss Axiovert S100 con sistema de epifluorescencia; Manipulador PatchMan Eppendorf.
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Para obtener corrientes macroscépicas es necesario contar ademds con un sistema de
perfusion. El sistema de perfusion estd formado por: reservorios de soluciones suspendidos
en un extremo superior del equipo, por encima del sistema experimental, para que las
soluciones fluyan con la gravedad, vdlvulas de cambio y de pellizco (conocidas como
valvulas switching y solenoid-driven pinch), y dos tubos de un didmetro de 0.3 mm
orientados a 90° dentro de la cdpsula de cultivo. Por un tubo circula solucién extracelular sin
agonista y por el otro, solucién con el agonista.

En la configuracion whole-cell, 1a salida del sistema de perfusion se acerca a la célula,
mientras que en la configuracion outside-out, la pipeta con la vesicula celular se coloca en la
interseccion de la salida de las soluciones de los dos tubos. Cuando la védlvula se abre
mediante un sistema computacional, la solucién fluye por un tnico lado a la vez. Este sistema
de perfusion permite un cambio rdpido de soluciones que bafian la célula o la vesicula
formada. El tiempo que tarda la solucién en cambiar de un lado a otro se calcula aplicando un
pulso de 500 ms con la solucidén utilizada en el bafio diluida a la mitad. El tiempo de cambio
esde (.1 a1l ms.

En la Fig. 18 se muestra uno de los equipos utilizados en el laboratorio.

Fig. 18: Equipo de Patch-clamp utilizado en el laboratorio.

Las pipetas utilizadas se cortaron a partir de tubos capilares 7052 (Garner Glass, CA)
con un Puller (SUTTER INSTRUMENT, modelo P-97). Luego, estas pipetas de vidrio de
resistencia entre 5-7 MQQ, se pulieron con calor para suavizar la terminacién de la punta y se

pintaron en el extremo de la punta con Sylgard (Dow Corning, Midland MI, USA) para
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minimizar el ruido del sello al disminuir la capacitancia del vidrio dentro de la solucién de

bafio.

3.2 Registros de canal vinico: Configuracion cell-attached

3.2.1 Soluciones
Para los receptores quiméricos o7-5HT3, se utilizé una solucion conteniendo 140 mM KCl,
5.4 mM NaCl, 0.2 mM CaCl,, y 10 mM HEPES (pH 7.4). Esta solucion libre de magnesio y
bajo en calcio se usé para minimizar el bloqueo del poro de serotonina de los receptores
quiméricos por cationes bivalentes (Rayes et al., 2005; Bouzat et al., 2008).

Para el receptor a7 y el nACh muscular, se utiliz6 una solucion con 140 mM KCl, 5.4

mM NaCl, 1.8 mM CaCl,, 1.7 mM MgCl, y 10 mM HEPES (pH 7.4).

3.2.2 Drogas utilizadas
Como control se utilizé al neurotransmisor endégeno ACh. Las drogas antihelminticas,
levamisol, morantel, pirantel y oxantel (Sigma-Aldrich), se utilizaron en diferentes rangos de

concentracion. Estos se detallan en los Resultados del Capitulo I.

3.2.3 Registros y analisis de corrientes unitarias
Las corrientes de canal tnico se registraron utilizando un amplificador de Patch-clamp
Axopatch 200 B (Axon Instruments, Inc., CA), se digitalizaron a intervalos de 5 us con la
interfase PCI-6111E (National Instruments, Austin, TX), se filtraron a 10 kHz y se grabaron
en el disco rigido de la computadora usando el programa Acquire (Bruxton Corporation,
Seattle, WA).

Los canales se analizaron con el programa TAC 4.0.10 (Bruxton Corporation, Seattle,
WA) utilizando un criterio de umbral de amplitud media y un ancho de banda final de 10 kHz
(Bouzat et al., 2000; Rayes et al., 2005). Los histogramas de tiempo de estado abierto,
cerrado y de burst se graficaron usando en la abscisa una escala logaritmica y en la ordenada
raiz cuadrada (Sigworth and Sine, 1987) y se ajustaron con la suma de funciones
exponenciales por méxima probabilidad usando el programa TACFit (Bruxton Corporation,
Seattle, WA). Se tomo la duracién del componente mas largo de apertura (tiempo medio de

apertura aparente) para comparar los tiempos de apertura entre los distintos receptores.
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3.2.4 Analisis cinético
El andlisis cinético se realiz6 como se describié anteriormente utilizando el programa MIL
(Bouzat et al., 2000; Bouzat et al., 2002; Rayes et al., 2005). En este trabajo de Tesis se ha
realizado el andlisis cinético del receptor quimérico a7-5HT;5 activado con ACh vy
antihelminticos (Capitulo I) y del receptor nACh a7 (Capitulo II).

Para encontrar los diferentes modelos cinéticos que reflejen la activacion de los
receptores, y obtener las velocidades de las transiciones para cada estado ajustamos los
histogramas experimentales a curvas tedricas obtenidas en base a los cdlculos realizados por

el programa MIL (www.qub.buffalo.edu, QuB Suite, Buffalo, NY). El programa permite

ajustar simultineamente distintos histogramas experimentales y calcula las constantes
cinéticas usando algoritmos de maxima similitud que corrige los eventos perdidos (Qin et al.,
1996). Las funciones de densidad tedrica para los tiempos de estado abierto y cerrado fueron
calculadas por el programa a través del ajuste de las constantes de velocidad y el tiempo de
maxima resolucién del equipo de Patch-clamp (30 us). El modelo propuesto y las
velocidades calculadas fueron aceptadas si las funciones de densidad tedricas ajustaron
correctamente los histogramas experimentales de estado abierto y cerrado.

En el receptor quimérico a7-5HT34 la activacion ocurre en bursts. Los bursts reflejan
la actividad de un tnico canal. Los mismos se identifican como una serie de aperturas
sucesivas rodeados por intervalos de cierres mayores que un tiempo critico especifico (terit).
El t.i se obtiene del punto de interseccion entre el segundo y tercer componentes del
histograma de cierres. Para la quimera a7-5HT;, este tiempo es de 2 ms. Con el tgi se
construye el histograma de burst. La duracién del burst corresponde a la duracién del
componente mds lento de este histograma. Para cada registro, se determiné la homogeneidad
cinética seleccionando bursts en base a las distribuciones del tiempo medio de estado abierto,
tiempo medio de estado cerrado y probabilidad de apertura (Wang et al., 1997; Bouzat et al.,
2000; Rayes et al., 2005). Se seleccionaron bursts con distribuciones que entraban dentro de
2 DS (desvios estdndar) del componente principal. Se seleccionaron mdas del 90 % de los
bursts, cada uno conteniendo tres 0 mds aperturas.

Para estimar los parametros cinéticos del receptor nACh a7, donde los canales se
abren principalmente en forma de eventos aislados, se corrigi6 el tiempo medio de apertura
aparente por eventos perdidos dividiendo el tiempo total correspondiente a las aperturas més

largas por el nimero total de cierres asociados a esas aperturas.
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Para el resto de los receptores quiméricos utilizados en el Capitulo II también se
identificaron bursts y clusters de activacion. Nuevamente los bursts de activacidon se
identificaron como una serie de aperturas sucesivas separadas por un tiempo mayor a un
tiempo critico (tgiburst). Los clusters, en cambio, se definen como episodios de activacion
formados por un gran nimero de aperturas separadas nuevamente por tiempos mayores a un
tiempo critico diferente del anterior (tcicluster). Son episodios de intensa activacion
formados por agrupamientos de bursts. El tei de los bursts (t.iburst) se toméd de la
interseccion entre el primer y segundo componentes de cierre, y el de los clusters (teicluster),
entre el segundo y tercer componentes, respectivamente. La duracion del burst o del cluster
se obtiene del histograma de tiempo de estado abierto construido a partir del te
correspondiente. La probabilidad de apertura dentro de un cluster (Paperura) indica la fraccion

de tiempo que el canal permanece abierto dentro del mismo.

3.3 Registro de corrientes macroscopicas: Configuraciones outside-out y whole-cell

3.3.1 Solucion intracelular (ICS)
La solucién intracelular se colocé dentro de la pipeta. La composicioén de esta solucion fue

134 mM KCl, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl,, y 10 mM HEPES (pH 7.3).

3.3.2 Solucion extracelular (ECS)
Para los receptores quiméricos se utiliz6 una solucién conteniendo 150 mM NaCl, 0.5 mM
CaCl,, y 10 mM HEPES (pH 7.3). Esta solucién bajo en calcio y sin magnesio se usd para
minimizar el bloqueo del poro de 5-HT34 por iones bivalentes (Rayes et al., 2005; Bouzat et
al., 2008).

Para el receptor a7 y el nACh muscular, se utiliz6 una solucién con 150 mM NaCl,

1.8 mM CaCl,, ImM MgCl, y 10 mM HEPES (pH 7.3).

3.3.3 Drogas utilizadas
Como control se utiliz6 al neurotransmisor endégeno ACh. Las drogas antihelminticas,
pirantel, morantel, oxantel y levamisol (Sigma-Aldrich), se agregaron en diferentes rangos de

concentracion detallados en los resultados del Capitulo I a la solucién extracelular (ECS)
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3.3.4 Registro y analisis de corrientes macroscopicas
Las corrientes macroscopicas se registraron a un potencial de -50 mV, se filtraron a 5 kHz y
digitalizaron a 20 kHz. En algunos experimentos se utilizé un potencial positivo de +120 mV
para disminuir el efecto de bloqueo del canal abierto producido por los farmacos
antihelminticos.

El andlisis de los datos se realiz6 utilizando el programa IgorPro (WaveMetrics Inc.,
Lake Oswego, Oregon). La corriente media se calculé de 5-10 trazos individuales. Las

corrientes se ajustaron con una tnica funcién exponencial:

I(t) =1 exp (-t / T4 ) + L.

donde Ij e L. son los valores de las constantes del pico y del equilibrio (estado estacionario) y
T4 €s la constante de tiempo de caida debida a desensibilizacion. Los registros de corrientes se
alinearon entre ellos en el punto donde alcanzaron el 50 % de su médximo nivel. El pico de
corriente (Ip) corresponde al valor obtenido por extrapolacién de la corriente de caida en ese
punto.

Debido a que las corrientes del receptor nACh o7 decaen rdpidamente, la constante de
tiempo de caida se obtuvo del promedio de 28 corrientes individuales de 6 parches diferentes
obtenidos en la configuracion outside-out. Las corrientes del receptor 5-HTs4 mostradas en
este trabajo de Tesis pertenecen a un trabajo publicado de nuestro laboratorio por Corradi y
colaboradores (2009).

Las mediciones de dosis-respuesta se realizaron a partir de la configuracién whole-
cell. E1 ECsq y el coeficiente de Hill se calcularon del andlisis de la regresion no lineal usando

la ecuacidn de Hill:

I/Imax= 1/[1+(ECso/L)"™ ]

donde ECsp es la concentracion de agonista capaz de generar la mitad de la maxima
respuesta, nH es el coeficiente de Hill y L es la concentracién de agonista.

La recuperacion de la desensibilizacion del receptor nACh a7 se determiné de los
registros de corrientes macroscopicas obtenidos en la configuracion whole-cell a un potencial
de -50 mV y con un pulso de 150 ms de ACh 1 mM. Luego se aplic6 un segundo pulso de
ACh 1 mM a intervalos de entre 0.25 y 6 segundos luego del final del primer pulso de ACh.
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La fraccién de recuperacion de la corriente iniciada por el segundo pulso se graficé versus el
intervalo entre pulsos.

Se simularon corrientes macroscopicas del receptor nACh a7 usando un el software
QuB (QUB Suite, State University of New York, Buffalo). Se utilizaron los valores del
Esquema 2.1 del Capitulo II. Se vari6 el valor de la constante de apertura 3, entre 5000 a

20000 s'. Las corrientes simuladas se analizaron con el programa SigmaPlot 7.101.

4- ESTUDIOS DE DOCKING

Los estudios in silico fueron realizados en el laboratorio de Sara Lummis (University of
Cambridge, UK). A partir de la proteina unidora de ACh (AChBP) de Lymnaea stagnalis
(PDB ID: 1UW6) se construy6 por homologia el dominio extracelular del receptor nACh a7.
La secuencia aminoacidica se aline6 usando el programa FUGUE (Shi et al., 2001) y luego se
modelé usando MODELLER 6, version 2 (Sali and Blundell, 1993). De los 10 modelos
generados, se eligié para los estudios de docking el de menor energia y con el menor
porcentaje de aminodcidos no reconocidos mediante el programa Ramachandran plot
(RAMPAGE) (Lovell et al., 2003).

Las formas protonadas de morantel y oxantel se construyeron con el programa
Chem3D Ultra 7.0 (CambridgeSoft, Cambridge, UK) y se minimizaron usando los campos de
fuerza MM2 y AMI1.

Los estudios de docking se realizaron con los ligandos y el modelo del sitio de unién
de agonistas del receptor nACh a7. Las distintas orientaciones de las moléculas en el sitio de

unién de agonistas son mostradas en el Capitulo 1.
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CAPITULO I

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Los receptores nACh, miembros de la superfamilia de receptores Cys-loop, intervienen en la
transmision sindptica del sistema nervioso de vertebrados e invertebrados. Estdn implicados
en un gran nimero de patologias y son blancos de numerosas drogas. En los vertebrados, esta
superfamilia estd formada por canales selectivos a cationes: los receptores nACh y los
receptores de serotonina (5-HT3); y selectivos a aniones: los receptores GABA y los de
glicina (Le Novere N. and Changeux, 2001; Lester et al., 2004). En invertebrados, esta
superfamilia también incluye a los canales de GABA catiénicos (Beg and Jorgensen, 2003) y
los canales de ACh, serotonina, glutamato, aminas bidgenas, e histamina selectivos a aniones
(Vassilatis et al., 1997; Zheng et al., 2002; Putrenko et al., 2005; Wolstenholme and Rogers,
2005; Jones and Sattelle, 2008; Ringstad et al., 2009).

Los receptores nACh pueden ensamblarse a partir de cinco subunidades idénticas,
formando homopentdmeros, como el receptor neuronal a7, o diferentes subunidades o y no-a,
formando heteropentdmeros, como el receptor nACh muscular adulto (a2Bed). Ambos
subtipos de receptores son estudiados en este trabajo de Tesis. Los receptores nACh
musculares de nematodos tienen un interés considerable ya que son blancos de drogas
antiparasitarias. Es interesante notar que el helminto de vida libre Caenorhabditis elegans, el
cual ha sido modelo para el estudio de nematodos pardsitos, tiene uno de las més grandes y
diversas familias de genes de receptores nACh conocidas (Jones and Sattelle, 2004). La
composicion de cada subtipo de receptor nACh no se conoce hasta el momento.

El sitio de unién de agonistas estd ubicado en la interfase de dos subunidades
adyacentes en el dominio extracelular (Brejc et al., 2001; Unwin, 2005). Uno de los lados, el
principal, estd formado por residuos de subunidades o, y el otro, el complementario, por
aminoécidos de subunidades o y no-a.

Las drogas antihelminticas que actian sobre los receptores nACh son extensamente
usadas para combatir las parasitosis ya que causan hipercontraccion de los musculos de
nematodos y luego la muerte por pardlisis espastica. La eficacia de estas drogas estd basada
en su habilidad por actuar como agonistas completos de los receptores nACh de nematodos
(Martin et al., 1996). De manera opuesta, demostramos en nuestro laboratorio que levamisol
y pirantel son agonistas débiles del receptor nACh muscular de mamifero (Rayes et al., 2001;

Rayes et al., 2004). En los dltimos afos, se demostré que estas drogas podian interactuar con
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algunos subtipos de receptores neuronales con diversos efectos. Pirantel y morantel son
agonistas completos del receptor a7 (Bartos et al., 2006a; Bartos et al., 2009b), morantel es
un modulador alostérico positivo del receptor a3p2 (Wu et al., 2008) y levamisol es un
modulador positivo de a3B4 (Levandoski et al., 2003). De esta manera, vemos que la accién
de los agentes antihelminticos depende del subtipo de receptor nACh. Las bases moleculares
de esta selectividad no han sido dilucidadas completamente. Para comprender las bases
estructurales de la activacion diferencial de los subtipos de receptores nACh por agentes
antihelminticos exploramos: i) como dos drogas antihelminticas, morantel y oxantel, activan
al receptor nACh muscular; ii) como los farmacos antihelminticos activan al receptor nACh
neuronal a7; iii) y las bases moleculares de la activacion diferencial de los diferentes subtipos
de receptores nACh por antihelminticos.

Los agentes antihelminticos utilizados en este trabajo de Tesis son: levamisol
(perteneciente al grupo de los imidazotiazoles) y pirantel, morantel y oxantel (pertenecientes
a la familia de las tetrahidropirimidinas). Las estructuras quimicas se muestran en la Figura

1.1.

PIRANTEL LEVAMISOL
\N\ oA \
= ad ~0)
‘ =~ \ CH;
CH, CH,
OXANTEL MORANTEL

Fig. 1.1: Estructura quimica molecular de los farmacos
antihelminticos estudiados en este trabajo de Tesis.

Los estudios se llevaron a cabo utilizando la forma de alta conductancia del receptor
quimérico a7-5SHT;, (Fig. 1.2) (Rayes et al., 2005) como modelo de a7. Esta quimera tiene
numerosas ventajas que la convierten en un excelente modelo para los estudios
farmacoldgicos del receptor a7: presenta a diferencia de a7, alta expresion en superficie de

células de mamifero en cultivo, permite detectar ficilmente corrientes a nivel de canal dnico
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y fue caracterizada cinéticamente en detalle, por lo tanto se pueden evaluar los cambios en las
constantes de activacion producidos por diferentes farmacos.

El receptor a7-5HTs4 de alta conductancia estd formado por secuencias del receptor
a7 en el dominio extracelular y de 5-HT3a en el transmembrana (Fig. 1.2). Esta quimera
presenta tres residuos mutados en el loop M3M4 intracelular responsables de la conductancia

del receptor (ver Metodologia).

— SHT;.

Fig. 1.2: Estructura de la quimera o7-5HT;, utilizada como modelo
del receptor nACh o7. En el dominio extracelular, secuencias de o7
(celeste) y en el transmembrana, de 5-HT3, (rojo).

Estos estudios proveen una nueva perspectiva para comprender la activacion
diferencial de los diferentes subtipos de receptores nACh por farmacos antihelminticos y para
identificar diferencias especificas que pueden ser exploradas terapéuticamente. También

ayudan a entender como los pardsitos desarrollan resistencia a las drogas antiparasitarias.

RESULTADOS

1- ACTIVACION DEL RECEPTOR nACh MUSCULAR ADULTO POR
MORANTEL Y OXANTEL

En trabajos previos realizados en el laboratorio, se estudié la accién de pirantel (Rayes et al.,
2001) y levamisol (Rayes et al., 2004) sobre el receptor nAChR muscular adulto de
mamifero. Ambos antihelminticos son agonistas poco eficaces y bloqueadores de canal
abierto del receptor nACh muscular. Levamisol es un agonista menos eficaz que pirantel y

presenta menor efecto de bloqueo. La constante de equilibrio por el bloqueo (Kg) es de 190
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UM para levamisol y 8 uM para pirantel respectivamente, a un potencial de -70 mV. En la
figura 1.3 se muestran registros de canal unico tomados de los trabajos de Rayes y
colaboradores (2001 y 2004) donde se ve la activacion por ACh, pirantel y levamisol a 1 y
300 uM. Las aperturas producidas por estos agentes son breves y nunca ocurren en clusters
en todos los rangos de concentracion testeados, en comparacioén con la activacién producida
por ACh.

A concentraciones de ACh mayores de 10 puM, la activaciéon del receptor nACh
muscular es en forma de clusters (ver Introduccidn) (Bouzat et al., 2000). Cada episodio de
activacién comienza con la transicién del estado desensibilizado al activable y termina

cuando retorna nuevamente al estado desensibilizado (Bouzat et al., 2000).

Open Open
Couznts

- I ACh 300 uM 200

MWW o&__. 'MMWL‘« 0@_

Pyrantel1 pM 1005 (\ Pyrantel 300 pM 160
RO TR

100 250
Levamisole 1 uM Levamisole 300 pM

L . ‘ L 0t o ‘,1 . ‘[vﬂspA R

log Duration (s) 10 ms log Duration (s)

Fig. 1.3: Trazos de registros de canal tnico del receptor nACh muscular
activados con 1 y 300 uM de ACh, pirantel y levamisol, acompanados del
correspondiente histograma de tiempo de estado abierto. Potencial de
membrana -70 mV. Figuras tomadas de Rayes et al., 2001, 2004.

1.1 Efecto de morantel y oxantel sobre corrientes de canal inico del nAChR muscular
de mamifero

Comenzamos este trabajo evaluando la activacion del receptor nACh muscular adulto por
otros dos farmacos antihelminticos, morantel y oxantel, a nivel de canal udnico vy
macroscopico. Las corrientes unitarias iniciadas por concentraciones bajas y altas de estas
drogas son mas breves que las generadas por el neurotransmisor endégeno ACh (Fig. 1.4).
Las distribuciones de tiempo de estado abierto para ambos antihelminticos a una
concentracion 1 puM son similares ya que los histogramas se ajustan con un unico

componente de aproximadamente 250 ps. La duracién del componente principal del receptor
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activado por ACh es de 1 ms (Bouzat et al., 2000). Cuando incrementamos la concentracion
de morantel de 1 a 300 uM no observamos los tipicos clusters producidos por ACh. La
activacion es en forma de eventos aislados en todas las concentraciones testeadas (Fig 1.4).
En cambio, para oxantel se observa una activacion en forma de clusters a altas
concentraciones pero con cierres, dentro de estos periodos de activacién, mas prolongados
que los de ACh. A una concentraciéon de oxantel de 300 uM, la probabilidad de apertura
dentro de esos clusters (Paperura) €8 aproximadamente 0.1, mientras que para ACh es de 0.9

(Fig. 1.4) (Bouzat et al., 2000).
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Fig. 1.4: Corrientes unitarias del receptor nACh muscular adulto activadas con 1 y
300 uM de ACh, morantel y oxantel. Izquierda: Trazos de corrientes con las
aperturas hacia arriba. Derecha: Histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado
correspondientes a cada condicién. Potencial de membrana: -70 mV.

1.2 Bloqueo de canal abierto del receptor nACh muscular por morantel y oxantel

Estas drogas se caracterizaron previamente como bloqueadoras del poro i6nico de los
receptores nACh de nematodos (Dale and Martin, 1995; Evans and Martin, 1996). Para
describir el bloqueo de morantel y oxantel utilizamos el tipico esquema de bloqueo de canal

abierto (Esquema 1.1) (Neher and Steinbach, 1978; Rayes et al., 2004):
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C B—> A ﬂ»B Esquema 1.1
a kb

donde C, A y B son los estados cerrado, abierto y bloqueado, respectivamente. 3 y o son las
velocidades de apertura y cierre, ki, es la velocidad de bloqueo dependiente de la
concentracion de bloqueador [B] y ki la velocidad de desbloqueo. La constante ki, se
obtiene de la pendiente de la relacion entre la inversa del tiempo medio de estado abierto y la
concentracion de la droga (Neher and Steinbach, 1978). k., se estima de la inversa del tiempo
medio de estado cerrado correspondiente al bloqueo cuya drea aumenta en funcién de la
concentracion de bloqueador (Neher and Steinbach, 1978). La constante de equilibrio para el
bloqueo (Kp) se determina de la relacion k.p/ k.

Como los tiempos de apertura para ambos antihelminticos son extremadamente
breves, se estudio el efecto de bloqueo de canal abierto a partir de receptores activados con
concentraciones saturadas de ACh y crecientes de bloqueador. La velocidad de desbloqueo
(k) es de 535 y 820 s y de bloqueo (k) es de 65.2 x 10°y 14.0 x 10° M™'s™ para morantel
y oxantel, respectivamente. La constante de equilibrio para el bloqueo (Kg) es de 8.2 uM y

59.0 uM para morantel y oxantel, respectivamente, a un potencial de membrana de -70 mV.

1.3 Corrientes macroscopicas del nAChR muscular adulto activadas por morantel y
oxantel

Evaluamos la eficacia de activacion del receptor nACh muscular adulto por estas drogas
mediante corrientes macroscopicas en la configuracion outside-out patch. En la figura 1.5
mostramos corrientes obtenidas de un tnico parche outside-out expuesto a aplicaciones de
ACh (control), morantel y oxantel. El pico de corriente fue de 6.0 + 1.2 % para morantel y de
15.5 = 1.7 % para oxantel con respecto al determinado por ACh. No se observaron cambios
significativos en las corrientes obtenidas con concentraciones de antihelminticos de 300 uM,
sugiriendo que esos valores corresponden al pico mdximo. Sin embargo, con concentraciones
superiores a ésta, se observa una reduccién en el pico de la corriente. Este efecto se deberia al

bloqueo del canal producido por estas drogas.
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Agonista

Morantel

Oxantel

100 pA

100 ms

Fig. 1.5: Corrientes macroscépicas del nAChR muscular obtenidas
en la configuracién outside-out con concentraciones de ACh,
morantel y oxantel de 100 pM. La barra sélida indica la duracién
de exposicién al agonista. Potencial de membrana: -50 mV.

En conclusion, las aperturas breves, la falta de clusters de aperturas a altas
concentraciones de morantel o la presencia de clusters de baja probabilidad de apertura para
oxantel y el pico reducido de las corrientes outside-out, revelan que tanto morantel como
oxantel, son agonistas poco eficaces del receptor nACh muscular adulto de mamifero, al igual
que los antihelminticos estudiados previamente (Rayes et al., 2001; Rayes et al., 2004).
Ademads, estas drogas son potentes bloqueadoras del poro iénico del canal. Si comparamos
las constantes de equilibrio para el bloqueo (Kg) de los cuatro antihelminticos, vemos que
morantel y pirantel tienen igual afinidad (8 uM), seguida de oxantel (59 pM) y finalmente
levamisol (190 uM).

En sintesis, estos antihelminticos son agonistas parciales del receptor nACh muscular
adulto de mamifero. La eficacia de activacién del receptor nACh muscular para los distintos

farmacos es: oxantel > morantel = pirantel > levamisol.

2- ACCION DE LOS FARMACOS ANTIHELMINTICOS SOBRE EL RECEPTOR a7
NEURONAL

Evaluamos la activacion del receptor nACh a7 utilizando como modelo a la quimera o7-
SHTj3a. La utilizaciéon de quimeras es util no s6lo para estudios de estructura-funcion sino

para evaluar la accién de la accion de diversas drogas sobre el dominio extracelular.

2.1 Corrientes unitarias del receptor nACh a7 activadas por agentes antihelminticos
El receptor quimérico a7-5HTs;a de alta conductancia se caracteriz0 previamente en el

laboratorio a nivel de canal dnico y macroscépico (Rayes et al., 2005). Las corrientes
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unitarias se observan a concentraciones de ACh mayores de 30 uM. A una concentracién de
ACh de 500 uM, los canales aparecen como aperturas aisladas rodeadas por cierres largos o
como bursts de varias aperturas sucesivas (Fig. 1.6). Los histogramas de tiempo de estado
abierto se ajustan con 3 componentes cuyas duraciones y areas relativas son: t1= 6.20 = 0.20
ms (0.50 £ 0.10), 2= 0.80 £+ 0.30 ms (0.16 £ 0.10), y 3= 140 + 20 us (0.35 £ 0.10) (Fig.
1.6). Las duraciones y dreas de esos componentes no cambian en ninguna de las
concentraciones testeadas de ACh (Rayes et al., 2005). La duracion de los bursts registrados

con ACh 500 uM es de 14.8 + 3.9 ms (Rayes et al., 2005).

Abierto Cerrado Burst
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ACh 500 pM 100 ‘l\ 38:/\ ,P\ 40| [y ,
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Fig. 1.6: Canales de la quimera a7-5HT;, activados por ACh, levamisol, oxantel, pirantel
y morantel a las concentraciones indicadas. Izquierda: Trazos de corrientes de canal
unico obtenidos en la configuracion cell-attached. Derecha: Histogramas de tiempo de
estado abierto, cerrado y de burst correspondientes a cada condicién. Potencial de
membrana: -70 mV.

Para explorar en detalle la activacion de a7 por antihelminticos, realizamos registros
de canal unico de la quimera a7-5HT34 a un potencial de membrana de -70 mV. Los canales
de levamisol se observan a concentraciones superiores a 500 uM (Fig. 1.6). Las aperturas son
extremadamente infrecuentes y significativamente mas breves que las activadas por ACh. Los
histogramas de tiempo de estado abierto se ajustan con un Unico componente cuya duracion
es 50 veces mas breve (127 + 25 us) que la del componente més lento activado con ACh 500

UM (6.20 + 0.20 ms). Como el nimero de aperturas es extremadamente bajo, los histogramas
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se construyeron sumando datos de al menos tres registros diferentes. Levamisol no logra
activar al receptor en forma de bursts.

En presencia de oxantel, los canales unicos aparecen a concentraciones mayores de 50
uM (Fig. 1.6), indicando de nuevo, baja potencia de activacion del receptor respecto a ACh.
La distribucién del tiempo de estado abierto se ajusta con dos componentes cuyas duraciones
son més breves (1.05 = 0.15 ms (0.70 = 0.05) y 145 £ 65 us (0.30 £ 0.05)) que las de los
canales activados por ACh. La activacion de los canales es en forma de burst, pero la
duracion del mismo (6.2 £ 0.8 ms; p < 0.05, n= 6) es mds breve que la obtenida con ACh.

Detectamos corrientes unitarias de pirantel a concentraciones tan bajas como 10 uM
(Fig. 1.6). La distribucién de los tiempos de apertura presenta dos componentes, cuyas
duraciones y dreas relativas son: 2.60 + 0.55 ms (0.60 £ 0.04) y 240 + 50 ps (0.40 £ 0.04). La
diferencia que existe en los tiempos de aperturas con respecto a ACh se debe al hecho que
pirantel actiia también como bloqueador de canal abierto (ver mds adelante). La duracién del
burst activado por pirantel 10 uM (10.6 £ 1.9 ms) no es estadisticamente diferente del
obtenido con ACh 500 uM (14.8 + 3.9 ms; p > 0.05, n= 6).

Registramos canales unicos de morantel a concentraciones mas bajas aun (5 uM) que
pirantel (Fig. 1.6). Los tiempos de estado abierto presentan las siguientes duraciones y areas
relativas: 2.45 + 0.15 ms (0.60 + 0.05) y 80.0 £ 15.0 pus (0.40 £ 0.05). El tiempo medio de
estado abierto del burst es mas prolongado que el de ACh (26.0 £ 3.0 ms; p < 0.05, n=6).

Podemos inferir hasta el momento que pirantel y morantel son agonistas completos y
mads potentes que la ACh para el receptor a7-5HT3,, mientras que levamisol y oxantel son
agonistas parciales. La eficacia de activacion de estas drogas en el receptor o7 es: morantel >

pirantel > ACh > oxantel >> levamisol.

2.2 Bloqueo del poro del receptor quimérico a7-5HT;4 por drogas antihelminticas

Se ha demostrado en numerosas oportunidades que los agentes antihelminticos actian como
bloqueadores del canal 16nico una vez que el poro se abre (Rayes et al., 2001; Rayes et al.,
2004), independientemente de que la activacion haya sido generada o no por la misma droga.
También se ha demostrado que diversos agonistas nicotinicos, como nicotina y colina, actdan
como bloqueadores de canal abierto de la quimera a7-5HT34 de alta conductancia (Rayes et

al., 2005). Por lo tanto examinamos el bloqueo de a7-5HT34 por los farmacos antihelminticos
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pirantel, morantel, oxantel y levamisol. En este receptor, el bloqueo es producido en el poro
de 5-HT3a.

Cuando incrementamos la concentracion del farmaco antihelmintico (excepto para
levamisol), observamos un claro efecto oscilatorio del canal entre el estado abierto y el
cerrado (conocido como flickering) y una disminucién del tiempo de estado abierto. En la
Figura 1.7 mostramos este efecto s6lo para pirantel. A una concentracion de pirantel de 300

uM, el histograma de tiempo de estado abierto se ajusta con un tinico componente de 165 +

30 ps.
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Fig. 1.7: Bloqueo de canal abierto producido por pirantel en el receptor a7-5HT34.
Izquierda: Corrientes de canal tnico registradas en presencia de pirantel 10, 100 y
300 uM. Derecha: Histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado
correspondientes a las diferentes concentraciones. Potencial de membrana: -70 mV.

Como las aperturas generadas por levamisol son infrecuentes, evaluamos el bloqueo
del canal activando a la quimera a7-5HT35 con ACh 500 uM. Cuando incrementamos la

concentracion de levamisol, observamos un desplazamiento del tiempo de estado abierto

hacia duraciones més breves (Fig. 1.8).
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Fig. 1.8: Bloqueo del poro de la quimera a7-5HT;, producido por levamisol. Izquierda:
Trazos de corrientes registrados en presencia de ACh 500 uM y levamisol 100 6 500
uM. Derecha: Histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado de los registros
correspondientes. Potencial de membrana: -70 mV.

Los bloqueadores de canal abierto son drogas que generan una disminucién del
tiempo medio de estado abierto en funcidn de la concentracion, junto con la presencia de un
tiempo de cierre (correspondiente al bloqueo) constante con la concentracion pero cuya area
aumenta en funcion del aumento de la droga. Dado que estos firmacos se ajustan a estas
propiedades, podemos inferir que son bloqueadores del poro del receptor quimérico o7-
SHT3a. Los valores de las distintas constantes para el bloqueo basadas en el Esquema 1.1
(Neher and Steinbach, 1978; Rayes et al., 2004) se detallan en la Tabla 1.1. En esta tabla
podemos ver los distintos tiempos de bloqueo para los diversos farmacos antihelminticos
junto con las constantes de velocidad de bloqueo (k,y), de desbloqueo (k) y equilibrio (Kg).
Como mencionamos en la seccion anterior, la velocidad de bloqueo (k;,) la obtenemos de la
pendiente de la recta que se obtiene de graficar la inversa del tiempo medio de estado abierto
vs la concentraciéon de bloqueador; la duraciéon de la constante de desbloqueo (k) la
estimamos de la inversa del tiempo mds breve de cierre, cuya drea aumenta en funcién de la
concentracion de la droga; y finalmente, la constante de equilibrio (Kg), la obtenemos de la

relacion K.y/Kyp.

Antihelmintico | Thioqueo (15) | kip (57) | ke M's™) | K (mM)

MORANTEL 809 12550 | 36.5x 10° 0.34
PIRANTEL 70 + 10 14200 | 26.5 x 10° 0.53
OXANTEL 86 +7 11630 | 4.3 x 10° 2.80

LEVAMISOL 30+3 33330 | 4.5x10° 7.40

Tabla 1.1: Valores del tiempo de estado de bloqueo y de las constantes de
desbloqueo (k.,), bloqueo (k,p), y equilibrio (Kp) para los diferentes farmacos
antihelminticos.

En resumen, la actividad de los canales en presencia de los diferentes antihelminticos
presenta todas las caracteristicas de un bloqueo de canal abierto. El aumento de la
concentracion del bloqueador genera una reduccion del tiempo de apertura y produce un

aumento del drea del componente més breve de cierre, asi mismo, la duracién de este
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componente de cierre se mantiene constante a lo largo de las distintas concentraciones de
bloqueador.
La afinidad por el sitio de bloqueo en el receptor quimérico a7-SHT34 (poro de 5-

HT3,4) de los distintos farmacos antihelminticos es: morantel > pirantel > oxantel > levamisol.

2.3 Efecto de las drogas antiparasitarias sobre las corrientes macroscépicas de a7

Continuamos evaluando la eficacia de los antihelminticos sobre el receptor o7 utilizando la
quimera o7-5SHT;, y registrando corrientes macroscopicas iniciadas con ACh, pirantel,
morantel, oxantel y levamisol, todas a una concentracion de 500 uM (Fig. 1.9). Las corrientes

se obtuvieron de un mismo sello en la configuracién whole-cell.

Fig. 1.9: Activaciéon del receptor a7-5HT;4 por ACh y farmacos
antihelminticos. Las corrientes macroscopicas se obtuvieron en la
configuracién whole-cell. Se utilizaron pulsos de 500 ms de agonista
500 uM. Potencial de membrana: -50 mV.

Como se muestra en la figura 1.9, levamisol no genera ningin tipo de respuesta, de
manera similar a lo que se observo previamente en el receptor nACh muscular de mamifero
(Rayes et al., 2004). Oxantel produce una respuesta maxima del 54.2 + 2.5 % de la generada
por ACh, indicando que, al igual que levamisol, es un agonista parcial de a7, aunque la
eficacia es mayor que este ultimo agente. Por el contrario, tanto pirantel como morantel son
capaces de activar al receptor a7-5HT3s. La amplitud de las corrientes producidas por
pirantel y morantel son similares a la generada por ACh en el mismo parche. De la relacion
entre el pico de la corriente y la concentracion de agonista (Fig. 1.10), se obtiene un valor de

ECso de 44.0 £ 3.0 uM (nH= 2.6 £ 0.4) para pirantel y de 29.0 £ 2.7 uM (nH= 2.5 + 0.5) para

49



CAPITULO |

morantel (Fig. 1.10). Este valor es 5 y 7 veces menor para pirantel y morantel que el

calculado para ACh (ECsp ach=205 = 10 uM, nH=2.4 + 0.1; p < 0.05, n= 6).
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Fig. 1.10: Curvas dosis-respuesta para ACh (negro), pirantel (rojo) y
morantel (azul). Cada punto es el promedio de 3 a 5 determinaciones, con

el error representando el DS del valor medio. Las curvas fueron ajustadas
con la ecuacion de Hill (ver Metodologia).

Estos resultados sugieren que, a diferencia de la débil activacién que generan sobre el
receptor nACh muscular de mamifero, pirantel y morantel son agonistas de alta eficacia y

mads potentes que la ACh en el receptor a7.

Para confirmar que pirantel y morantel son agonistas completos del receptor o7,
transfectamos células con el ADNc del receptor a7 salvaje y el de la chaperona Ric-3, y
registramos corrientes macroscopicas en la configuracion whole-cell. En la figura 1.11A
mostramos la activacion de a7 por ACh (control), morantel (un agonista completo) y oxantel
(agonista parcial). Como describimos para el receptor a7-5SHT34, €l pico méximo de las
corrientes se reproduce para los distintos agonistas. Ademas, el ECsy de activacion de

morantel (9.2 + 0.4 uM) es 6.5 veces menor que el de ACh (59.4 + 3.0 uM) (Fig. 1.11B),

igual que en la quimera a7-5HT34.
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Fig. 1.11: Activacion del receptor a7 salvaje por ACh, morantel y oxantel. A:
Corrientes macroscépicas obtenidas en la configuracion whole-cell en respuesta a
ACh, morantel u oxantel 500 uM. Potencial de membrana: -50 mV. B: Curvas
dosis-respuesta del receptor a7 para ACh (negro) y morantel (azul). Cada punto
es el promedio de 3 a 5 determinaciones, con el error representando el DS de cada
valor medio. Las curvas se ajustaron con la ecuacién de Hill (ver Metodologia).

De esta manera, nuestros resultados confirman que morantel y pirantel son agonistas
completos del receptor a7 salvaje, oxantel y levamisol son agonistas parciales, y valida el uso

de la quimera o7-5HT34 como modelo del receptor a7.

En conjunto, nuestros resultados muestran que levamisol y oxantel son agonistas poco
eficaces del receptor a7 (sobre todo levamisol), al igual que en el receptor nACh muscular de
mamifero. Pirantel y morantel son agonistas completos y mas potentes que la ACh en el
receptor o7, a diferencia de la accién en el receptor nACh muscular donde son poco eficaces.
Resumiendo, la eficacia de activacién del receptor a7 por los farmacos antihelminticos es:

morantel > pirantel > ACh > oxantel >>> levamisol.

2.4 Analisis cinético del receptor a7 activado por pirantel
Mediante el andlisis cinético de un receptor podemos obtener los valores de las constantes de
apertura y cierre y de esta manera definir la forma de activacion del canal. Posteriormente
podemos evaluar los cambios de funcionalidad debido a mutaciones y comparar la accion de
diversos farmacos sobre el receptor.

La cinética de activacién del receptor a7-5HT3, fue descripta previamente en detalle
en nuestro laboratorio (Rayes et al., 2005). Este estudio demostré que el anélisis de los bursts
de activacion brinda informacion de la cinética de la quimera. A diferencia del receptor nACh

muscular, los tiempos de aperturas y cierres dentro de los bursts se mantienen constantes a lo
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largo de las distintas concentraciones de ACh testeadas. Los histogramas correspondientes de
tiempo de estado abierto y cerrado se ajustan con dos exponenciales, indicando dos tipos de
aperturas y cierres (breves y largos) dentro de cada burst. Luego de la inspeccion visual de
los registros de canal Unico, se vio que cada estado podia estar rodeado de los otros dos en
cualquier secuencia. Por lo tanto, el mejor esquema que describe la cinética del receptor a7-
S5SHT;a es uno ciclico con dos estados abiertos y dos cerrados. Cada estado abierto estda

conectado a dos estados cerrados y viceversa (Esquema 1.2):

Al —=—(C2

Bia
Bi|| o ox|| B

B Esquema 1.2
Cl &— A2

O

donde Al es el estado abierto breve y A2 el largo, y C1 el estado cerrado breve y C2 el largo,
respectivamente. El punto de entrada més probable al esquema seria por C1 ya que es el
estado cerrado por el cual el estado abierto mas estable (A2) se cierra con mayor probabilidad
(Rayes et al., 2005), ademas, si el punto de entrada fuera C2, las aperturas largas raramente
ocurririan, cosa que no es cierta. La actividad de un burst finaliza cuando el receptor se
desensibiliza. Las velocidades de apertura estin dadas por las constantes 3, y las de cierre,

por las constantes a. Los valores de las constantes se detallan en la Tabla 1.2.

ACh
Bl (s7) 10400 + 1700
al (s7) 7800 + 1000
B2 (s 37500 + 3000
02 (s7) 330 + 24

B12(s") 1500 + 120

al2 (s 6100 + 760

B22 (s 540 + 70

022 (s™) 25+3

Tabla 1.2: Velocidades de apertura (f) y cierre (o) obtenidos
del ajuste cinético del receptor a7-5SHT34 activado con ACh
(Rayes et al., 2005).
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Realizamos el andlisis cinético de los canales activados por el farmaco pirantel, ya
que, al igual que morantel, es un agonista completo del receptor a7-5HT34. Antes de obtener
las distintas velocidades de cierre y apertura es necesario definir las constantes de bloqueo ya
que es un prerrequisito para el andlisis cinético de cualquier receptor. Por tal motivo,
comenzamos estimando las constantes de bloqueo de pirantel, utilizando receptores activados
por ACh y bloqueados por pirantel. En un segundo paso, fijamos estas constantes y
determinamos las distintas velocidades de aperturas y cierres de los canales activados sélo
por pirantel.

Suponemos que el bloqueo del canal se produce tanto en las aperturas largas como en
las breves, por lo tanto, creamos el Esquema 1.3 que es una extension del ciclico original

(Esquema 1.2) con dos estados de bloqueo (A1B y A2B) conectados a las aperturas Al y A2.

k. a
AIB&=——= Al ——(C2
kp[B] Bi2
Bi|| o oxn|| B
P ko[BI
Cl — A2 <<— A2B Esquema 1.3
(0} k-b

Para estimar las constantes de bloqueo del agente antihelmintico pirantel, activamos al
receptor a7-5SHT3, con concentraciones saturantes de ACh (1 mM) pero no bloqueantes (Kp
ACh= 40 mM). Para bloquear al canal, utilizamos concentraciones bajas de pirantel (1 a 5
uM) a estas concentraciones pirantel no logra activar al receptor. De esta manera, nos
aseguramos que la activacion de a7-5HT;, sea generada por ACh y el bloqueo del canal se
producido por pirantel.

El andlisis se realizé con el programa MIL (ver Metodologia). Se utilizaron bursts
cinéticamente homogéneos, esto quiere decir que se incluyeron en el anélisis aquellos bursts
con probabilidad de apertura, tiempos de apertura y de cierre intraburst que entraban en el
promedio + dos desvios estindar. Durante esta seleccion también se descartaron aquellos
canales posiblemente activados por pirantel o heteroligados, ya que tendrian diferente
cinética de activacion (Steinbach and Chen, 1995; Akk et al., 2005).

Para obtener los valores de las constantes de bloqueo por pirantel, fijamos los valores

previamente obtenidos de las constantes de apertura y cierre del receptor activado por ACh
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(Tabla 1.2). Ademds asumimos que las velocidades de bloqueo y desbloqueo son las mismas
para ambos estados abiertos (Al y A2). De esta manera, obtuvimos los siguientes valores de
bloqueo: kip= 39 x 10° M s y kp= 15400 s, Podemos asegurar que estos datos fueron
correctamente obtenidos ya que las funciones de densidad de probabilidad resultantes del
andlisis cinético se ajustan adecuadamente a los histogramas experimentales (Fig. 1.12). De
esta forma, el Esquema 1.3 provee una buena descripciéon del bloqueo antihelmintico de los

canales a7-5HT34 activados por ACh.

Pirantel Abierto Cerrado
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Fig. 1.12: Andlisis cinético del receptor o7-5SHT;, activado por ACh 1 mM y
bloqueado por pirantel 1 y 5 uM. Los histogramas de aperturas y cierres se
muestran con las funciones de densidad de probabilidad derivadas del ajuste del
Esquema 1.3 (curvas negras) a los datos experimentales. Los histogramas se
construyeron con los bursts seleccionados. Las ordenadas corresponden a la raiz
cuadrada de la fraccién de eventos por registro.

Luego de obtener los valores de las constantes de bloqueo continuamos estimando las
velocidades de apertura y cierre del receptor a7-5SHTs,4 activado por pirantel utilizando el
Esquema 1.3. Para ello, ahora fijamos las constantes k,, y k.p, y dejamos libres las restantes.
En esta etapa del andlisis utilizamos los datos experimentales de los canales activados por
pirantel 10 y 50 uM. Los valores de las distintas velocidades de cierre y apertura obtenidos

fueron los siguientes (Tabla 1.3):
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a7-5HT;34
ACh Pirantel
Bl (s 10400 + 1700 | 10100 + 1300
al (s7) 7800 + 1000 4400 + 2000
B2 (s 37500 3000 | 38000 + 5100
02 (s 330 + 24 450 +90.0
B12(s™) 1500 + 120 1860 + 470
al2 (s 6100 + 760 0.15+0.10
B22 (s7) 540 + 70 12.0+8.0
022 (s™) 25+3 19.4 + 6.0
Kip (UM 's™) - 39.0

ks (s) - 15400

Tabla 1.3: Pardmetros cinéticos de los canales a7-5HT;, activados por ACh y pirantel. Los
valores son el resultado de ajustes simultidneos del Esquema 1.2 (ACh) y Esquema 1.3
(pirantel) a los datos de los diferentes parches de cada condicién. Se utilizé concentraciones de
ACh de 50-500 uM y de pirantel de 10-50 uM. k,;, y ky se construyeron con los valores
determinados en presencia de ACh 1 mM.

Comparando los distintos valores cinéticos del receptor activado por ACh o pirantel
(Tabla 1.3) podemos ver que la principal diferencia la encontramos en la constante de cierre
al2 que va de la apertura breve Al al cierre largo C2. El hecho de que esta constante sea tan
lenta cuando pirantel es el agonista (~40.000 veces mas lenta que para ACh) indica que los
cierres largos dentro del burst ocurren con poca frecuencia. Esto coincide con lo observado
en los registros de canal unico, donde existen pocos cierres largos dentro de los bursts de

activacion.

Finalmente, como control, quisimos obtener a partir del Esquema 1.3, los valores de
las constantes de apertura y cierre del canal activado por ACh pero ahora fijando las
constantes de bloqueo, utilizando los valores experimentales obtenidos con ACh 1 mM y
pirantel 5 uM. En este andlisis, no se observaron cambios en las constantes de activacién para
ACh con respecto a las obtenidas en ausencia de pirantel. Podemos asegurar entonces que las
diferencias en las constantes de activacion de pirantel y ACh no surgen del ajuste de los datos
a los diferentes esquemas conteniendo (Esquema 1.3) o no (Esquema 1.2) los estados de

bloqueo.
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3- RESIDUOS INVOLUCRADOS EN LA ACTIVACION DIFERENCIAL DE
SUBTIPOS DE nAChRs POR PIRANTEL Y MORANTEL
En este trabajo de Tesis determinamos que los agentes antihelminticos pirantel y morantel
son agonistas completos y mds potentes que la ACh en el receptor nACh a7 y son parciales
en el receptor nACh muscular adulto de mamifero. A pesar de que oxantel pertenece a la
familia de las tetrahidropirimidinas es un agonista parcial en ambos subtipos de receptores al
igual que levamisol. Este dltimo es el menos eficaz de los cuatro antihelminticos aqui
estudiados.

Este estudio lo continuamos determinando las bases estructurales de la activacién
diferencial de pirantel y morantel sobre los receptores nACh utilizando la técnica de
mutagénesis dirigida sobre residuos probablemente involucrados del sitio de unién de

agonistas.

3.1 El sitio de unién de agonistas
El sitio de unién de agonistas estd localizado en el dominio extracelular, en la interfase de dos
subunidades adyacentes. Esta formado por residuos hidrofébicos y arométicos provenientes
de cadenas B de las dos subunidades. El lado principal de este sitio, es aportado por
subunidades a y el lado complementario por subunidades o en homopentdmeros, y no-o en
heteropentameros.

Los residuos del lado principal involucrados en la unién del agonista (Sine, 2002)
estdn altamente conservados entre las subunidades al y a7 (Fig. 1.13). Existe menos
conservacién en el lado complementario. Este esta formado por residuos de la subunidad a7

en el receptor neuronal y de las subunidades € y 6 en el receptor nACh muscular (Fig. 1.13).

Loop A s Loop B Loop C
186
Oy QIWKPDILLYN———————— KFGSWSYGG—————————— SERFYECC-KEPYPDVTEFTV
O KIWRPDLVLYN-———————— KLGTWIYDGS————————— HSVTYSCCPDTPYLDITYHF
Loop D L E
s3 p 07 00p 164 Loop F
Oy NIWLOMSWT————————————— NVLVNSSGHCQYLPPGI —————————— DISGYIPNG
€n SVWIGIDWQ-———————————— NVLVYEGGSVTWLPPAl ————————— GTEAYTENG

Fig. 1.13: Secuencias alineadas involucradas en la unién de agonistas. Arriba:
Secuencias del lado principal de o7 y ol humanas mostrando en negrita los residuos
involucrados en la unién de agonistas. Abajo: Secuencias del lado complementario de
o7 y € humanos. Para el alineamiento se utilizé ClustalW (1.81).
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3.2 Residuos del lado complementario involucrados en la uniéon de farmacos

antihelminticos

i) Estudio de los residuos del lado complementario del receptor nACh a7
Para entender a nivel molecular los diferentes modos de activacién de pirantel y morantel
sobre los subtipos de nAChRs decidimos empezar comparando las secuencias de los sitios de
unién de agonistas de los receptores nACh muscular y o7. Como los residuos del lado
principal en ambas subunidades a se conservan (Fig. 1.13) focalizamos nuestra atencién en el
otro lado que compone el sitio de unién. A diferencia del lado principal, algunos de los
residuos que participan de la unién del ligando en o7, como Q57, N111, Q117 y G167, no se
encuentran conservados en las subunidades € o 0 musculares de mamifero (Fig. 1.13).
Decidimos entonces mutar estas posiciones en a7 por los residuos homoélogos de la subunidad
€.

A partir del receptor a7-5HT34 construimos las siguientes mutantes a7-Q57G, o7-
N111Y, a7-Q117T y a7-G167A, y evaluamos la actividad de los canales iniciada por ACh
(control) y agentes antihelminticos. En la Figura 1.14 vemos a las distintas mutantes

activadas con pirantel 50 pM.

Abierto Cerrado Burst
Pirantel 50 uM Cue&%s 14 60,
|
' )\ 2\
o7-5HT s N o \ al [N
w W ol | oa | A /o
) 0 Y Wy \\L . 1
140 180
80] /%) 100/\ o0
o7-G167A A4 \ 20/
/ \ 7o VA,
20 | 20 | L \ \\
" Q L( N\, 0 \
120, /H‘\ 160 2 40,
a7-QM7T s \ L 20l N\
20/ |
% \ 20| \]»C/, /ﬂ’\’uu \\
ol 0 . 3 0 \
120, 0 180, 0
a7-N111Y sof [ 100/} 20] [\
il af L N (R
N JOR - N L 1 0 N |
120 i 200, 40
) mn
a7-Q57G 60/ \ 100/|} 20 A
20/ | o~ V 1
5pA \ 2 \‘:m( L\ \
M | o/ \ 0 g o]
543210 5432101 2 5-4-3-2-10

20lms log Duracion (s)

Fig. 1.14: Registros de corrientes unitarias de o7-5SHT;, salvaje y mutado en el lado
complementario, activados con pirantel 50 uM. Izquierda: Trazos de corrientes a -70
mYV. Derecha: Histogramas de tiempo de tiempo de estado abierto, cerrado y de burst
correspondientes a cada mutacion.
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La mutante a7-G167A no presenta cambios ni en la minima concentracién necesaria
para detectar corrientes unitarias ni en la propiedad de los canales activados por ACh y
antihelminticos.

Con las mutantes a7-N111Y y a7-Q117T la minima concentracién capaz de iniciar
corrientes unitarias aumenta tanto para ACh como para antihelminticos con respecto a la
quimera control. En esas mutantes, los canales aparecen a concentraciones de agonistas 2 a 3
veces mds altas con respecto al control a7-5HT34. Los tiempos de estado abierto y cerrado y
la duracién del burst no cambian en las mutantes con respecto al control para todos los
agonistas. Podemos concluir entonces que las mutaciones a7-N111Y y a7-Q117T no afectan
la cinética del gatillado, ambas producen unicamente una disminucién ligera y
cuantitativamente similar de la sensibilidad de activaciéon por ACh y antihelminticos. Estos
residuos no contribuyen a la activacion diferencial de morantel y pirantel sobre subtipos de
receptores nACh.

Cuando reemplazamos la glutamina de la posicion 57 de a7 por glicina (residuo
equivalente de la subunidad €) las eficacias de activacion del receptor a7-SHTs4 por pirantel
y morantel disminuyen significativamente. A nivel de canal tnico, las aperturas se observan a
concentraciones mayores de 50 uM de pirantel (en lugar de 10 uM; Fig. 1.14) y de 20 uM de
morantel (en lugar de 5 uM; Fig. 1.15). A esas concentraciones, la duracion y el drea del
componente més lento del histograma de tiempo de estado abierto son similares a las de la
quimera sin mutar (810 £+ 30 us (0.64 = 0.01) y 800 £ 90 us (0.73 = 0.02), para la mutante y
el control activados con pirantel 50 uM, Fig. 1.14; y 850 £ 100 us (0.70 £ 0.05) y 995 £+ 90
us (0.72 £ 0.06), para la mutante y el control activados con morantel 20 uM, Fig. 1.15). La

similitud de los tiempos se deberia al efecto del bloqueo del canal abierto a esas

concentraciones.
e Abierto Cerrado Burst

Morantel 20 M b s 100 /A 2 I
a7-5HT3A UM Y m 2 J{\ 2?1 / \{\d W/ﬂ \
- WM | M(WW‘ M ! ol \ K PT

0y "
47-Q57G " - 'ﬂ\ 20/ \ /}Wm‘q\'
m i e | WWT\ \

Wpiioiasbssot il Ao g T 54332470 W1 5 I

10ms log Duracion (s)

Fig. 1.15: Activacion del receptor quimérico a7-5HT;, sin mutar y mutado
(Q57G) con morantel 20 uM. Izquierda: Registros de canales obtenidos en la
configuracién cell-attached a un potencial de membrana de -70 mV. Derecha:
Histogramas de tiempo de estado abierto, cerrado y de burst para cada receptor.
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La duracién de los bursts de aperturas en el receptor mutado es 3 veces menor que en
el salvaje para pirantel (4.1 + 0.4 ms y 11.6 + 2.0 ms para la mutante y el receptor control de
a7-5HT34, respectivamente, a pirantel 50 uM) y 4 veces menor para morantel (6.0 + 0.1 ms 'y
22.3 + 2.7 ms para el receptor mutado y el salvaje, respectivamente, a morantel 20 uM). La
disminucién en los tiempos de bursts es acompainiada por una reduccioén en el ndimero de
aperturas por burst, 6.5 £ 0.2 y 20.5 £ 0.9 eventos por burst para la quimera mutada y sin
mutar, activados con pirantel 50 uM; y 7.5 £ 1.0 y 22.0 £ 5.5 eventos por burst para la
quimera mutada y salvaje, activados con morantel 20 pM, respectivamente. Para descartar
que los bursts breves que se observan en el receptor mutado a7-Q57G sean aperturas aisladas
bloqueadas por pirantel, registramos canales a un potencial de membrana positivo (+70 mV).
A este potencial de membrana se reduce significativamente el bloqueo del canal. A pesar de
esto, las aperturas siguen siendo en forma de bursts.

De manera opuesta a los efectos producidos por pirantel y morantel, no observamos
cambios en la activacion de a7-Q57G por oxantel. Al igual que para la quimera control (sin
mutar), detectamos canales a una concentraciéon minima de oxantel de 50 pM. No detectamos
cambios ni en el tiempo medio de estado abierto (t1=1.00 £ 0.15 ms, 12= 126 = 70 us) ni en
la duracién del burst (5.7 £ 0.6 ms).

Cuando examinamos la activacion del receptor mutado en la posicion Q57G con
levamisol, s6lo detectamos canales en el 10-20 % de los parches de las células transfectadas,
similar a lo que observdbamos en la quimera control. Como la actividad de canales detectada
en el receptor a7 activado con levamisol es muy baja no pudimos determinar si esta posicion
afecta la activacion por levamisol.

Cuando evaluamos la activacion por ACh del receptor o7-Q57G-5HT3a, no
observamos diferencias ni en la minima concentracion requerida para detectar canales Unicos,
ni en el tiempo de estado abierto, cerrado o de burst con respecto a la quimera sin mutar. A
una concentracion de ACh de 500 uM, las duraciones y dreas relativas de los componentes de
aperturas son: t1=6.50 + 0.80 ms (0.25 + 0.01), 12=0.80 £ 0.50 ms (0.16 £ 0.05), y 13=90 +
10 us (0.56 + 0.02), y la duracién del burst es de 14.3 £ 6.4 ms.

Estos resultados parciales a nivel de canal inico muestran que la mutaciéon Q57G en el

receptor nACh o7 altera selectivamente la activacion de pirantel y morantel.

Para determinar los cambios globales en la activacién del receptor mutado o7-Q57G-

SHT34 por pirantel y morantel medimos corrientes macroscopicas (Fig. 1.16). Los registros
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revelan una disminucién selectiva y significativa de la eficacia de pirantel y morantel con
respecto a la quimera control. Los picos de las corrientes generados por concentraciones
saturantes (500 uM) de antihelminticos son de 61.0 + 4.0 y 48.0 + 8.2 % para pirantel y
morantel, respectivamente, con respecto al de ACh 500 uM. Una disminucién similar en el
pico de la corriente se observé a un potencial fuertemente positivo, +100 mV (Fig. 1.16A). A
este potencial, el efecto de bloqueo del poro pasa desapercibido (Neher and Steinbach, 1978;
Rayes et al., 2004). Esta observacion junto con el hecho de que la reduccion en el pico de la
corriente por el bloqueo del canal no se observo en la quimera control con pirantel o morantel
500 uM (Fig. 1.9), indica que la reduccién en la méxima respuesta es originada de una

eficacia reducida y no del bloqueo del canal.

A Agonista B

Agonista

) Morantel
Pirantel
1nA 200 pA

Fig. 1.16: Corrientes macroscopicas del receptor 07-Q57G-5HT;, activado por ACh,
pirantel y morantel. A: Corrientes obtenidas en la configuracion whole-cell en
respuesta a ACh o pirantel 500 uM a -50 y +100 mV. B: Corrientes activadas por
ACh o morantel 500 uM a -50 mV. La barra sélida indica la duracién de la
exposicion al agonista.

De la relacion que surge de graficar el porcentaje de corriente versus la concentracion
de agonista se puede obtener un valor de ECsp, que corresponde a la concentracidon necesaria
para alcanzar el 50 % de la respuesta maxima. El valor de la pendiente, que corresponde al
coeficiente de Hill (nH), es una medida de la cooperatividad de las distintas subunidades al
gatillado del canal. El ECs de pirantel y morantel, calculado de la curva dosis-respuesta, es
dos veces mads alto que el de la quimera control (77 £ 4.0 uM en lugar de 44 + 3.0 uM para
pirantel y 54 + 4.8 uM en lugar de 29 + 2.7 uM para morantel, en la mutante comparado con
el control respectivamente, Fig. 1.17). Para pirantel, el coeficiente de Hill disminuye de 2.6 +
0.4 (quimera control) a 1.8 + 0.1 en la quimera mutante. Para morantel, también disminuye de
27 £ 02 a 20 £ 0.1 (p <0.05, n=4). Esto indica un deterioro del gatillado del canal
(Colquhoun, 1998). Por el contrario, ni el ECsy (220 £ 20 uM) ni el coeficiente de Hill (2.34
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+ 0.4) cambian para ACh. Como en la quimera control, levamisol no es capaz de iniciar
corrientes en la quimera mutada en Q57G y oxantel genera el mismo porcentaje de respuesta

que en el receptor sin mutar.

120

100 -

80 -

60 -

40 -

Corriente (%)

20 A

1 10 100 1000 10000
Agonista (M)

Fig. 1.17: Curvas dosis-respuesta para ACh (negro), pirantel (rojo) y
morantel (azul). Cada punto es el promedio de 3 a 5 determinaciones
con las barras representado al error como DS. Las curvas se ajustaron
con la ecuacion de Hill (ver Metodologia).

En conclusién, la mutaciéon Q57G en el receptor nACh a7 no afecta la activacién por
ACh (control), oxantel o levamisol, pero significativamente disminuye la potencia y la
eficacia de activacion de pirantel y morantel. Esta posicion estd diferencialmente conservada
entre subunidades del lado complementario, pero cada subunidad estd conservada entre
especies. Es una glutamina (Q) en subunidades &€ de mamiferos, dcido glutimico (E) en
subunidades y y dcido glutdmico o aspértico (E o D) en subunidades d. Por lo tanto, si en esta
posicion encontramos una glutamina, como en el receptor nACh a7, pirantel y morantel se
comportan como agonistas completos. En cambio, si existe una glicina, como en la subunidad
€ muscular, ambos antihelminticos actian como agonistas parciales. Estos resultados indican
que la posicién 57, ubicada en el lado complementario del sitio de unién de agonistas de los
receptores nACh, es uno de los determinantes principales de la selectividad diferencial de

pirantel y morantel entre los receptores nACh a7 y musculares de mamiferos.
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ii) Analisis cinético del receptor nACh a7 portando la mutaciéon Q57G

Para analizar la cinética de activacion del receptor mutado a7-Q57G-5HT;4 primero
realizamos el ajuste del Esquema 1.2 (sin los estados de bloqueo) para ACh y luego el ajuste
del esquema 1.3 (con los estados de bloqueo) para el farmaco pirantel.

Como era esperable, luego del andlisis de los datos de las corrientes macroscépicas y
unitarias, no se observaron cambios en los valores de las constantes de activacion de ACh
entre la quimera control y la mutante (Tablas 1.3 y 1.4). En cambio, el analisis cinético de la
mutante activada por pirantel (Tabla 1.4) revela importantes diferencias en las constantes

estimadas respecto al receptor control (Tabla 1.3).

(17-Q57G-5HT3A

ACh Pirantel
Bl (s7) 9400 + 820 2.50 + 1.80
al (s 5800 + 420 25.0 +12.0
B2 (s 22750 + 1990 | 50000 + 10000
o2 (s) 170 +20.0 970 + 470
B12 (s 1130 £ 115 1630 + 800
al2 (s 5500 + 940 26.0 + 14.0
B22 (s) 1130 + 130 1.20 + 0.90
022 (s 56.0 = 6.0 62.0 + 36.0
Koo (UM 's™) - 39.0
kp (s - 15400

Tabla 1.4: Pardmetros cinéticos de los canales del receptor a7-Q57G-
5HT;, activados por ACh y pirantel. Concentraciones de pirantel: 50-80
uM y de ACh: 50-500 uM.

Los principales cambios en las constantes de activacion debidos a la mutacién Q57G
se observan en los valores de B1 y al, las cuales son ~4000 y ~180 veces menores que los
obtenidos con la quimera control (Tablas 1.3 y 1.4). Ademas cuando el receptor alcanza el
estado abierto largo A2, tiende a cerrarse al estado cerrado breve C1 antes que el C2 ya que la
velocidad del primero es 15 veces mayor; o a bloquearse al estado A2B. De esta manera, el
esquema ciclico puede ser simplificado por uno lineal (Esquema 1.4), con un estado cerrado
breve (C1), uno abierto largo (A2), y uno bloqueado (A2B). Entonces, cuando a7-Q57G-
SHT;a es activado por pirantel, el receptor se abre a un tUnico estado abierto, en lugar de

oscilar entre los dos estados abiertos como ocurre con el receptor no mutado.

62



CAPITULO |

Cl === A2 ==, AoB

<

(00} k-b

Esquema 1.4

Para pirantel, el histograma de tiempo de estado abierto construido con los bursts
seleccionados para el andlisis cinético muestra un componente principal con un drea mayor a
0.98 (Fig. 1.18). En base a este esquema, podemos explicar la reduccion en el niimero de
aperturas por burst (de 20.5 + 0.9 en el receptor control a 6.5 £ 0.2 en el mutado, activados
con pirantel 50 uM) por la ausencia del segundo componente de apertura. Asi, el receptor en
lugar de oscilar por los distintos estados, lo harfa, en presencia de la mutacién, sélo por los
tres mostrados en el Esquema 1.4. De esta manera, el burst que termina por desensibilizacion
lo haria desde el estado abierto mas largo (A2). Otra explicacién factible de la reduccion del
tiempo de burst seria un aumento en las constantes de disociacién, pero estas constantes no

pueden medirse por andlisis cinético (Rayes et al., 2005).

Abierto Cerrado
ACh 0.20 /\/\ 020 \’\
mwwwww N
Pirantel 0.20 020
5pA
oool | 0.00

0.1 1 10 0.1 1
Duracion (ms)

5ms

Fig. 1.18: Receptor a7-Q57G-5HT;, activado por ACh y pirantel. Izquierda: Canales
registrados en presencia de ACh 50 uM o pirantel 60 uM. Derecha: Histogramas de tiempo
de estado abierto y cerrado con las funciones de densidad de probabilidad (curvas oscuras)
derivadas del ajuste del Esquema 1.2 (ACh) o del Esquema 1.3 (pirantel) a los datos
experimentales. Los histogramas se construyeron con los bursts seleccionados. Las
ordenadas corresponden a la raiz cuadrada de la fraccién de eventos totales.

iii) Estudio de residuos del lado complementario del receptor nACh muscular

Mostramos que el reemplazo de la glutamina 57 del receptor a7 por glicina, encontrada en la
subunidad € muscular, reduce la eficacia de activacion de pirantel y morantel. Por lo tanto,
hipotetizamos que la mutacioén reversa en el receptor nACh muscular incrementaria la

eficacia de ambos antihelminticos. Para testear esta hip6tesis, sustituimos en las subunidades
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0 y € el residuo de la posicién 57 por glutamina. Generamos receptores musculares con las
subunidades mutadas dD57Q y €G57Q y evaluamos la activaciéon de éstos por ACh y
farmacos antihelminticos.

En la figura 1.19 mostramos la activaciéon del receptor nACh muscular adulto de

mamifero mutado y sin mutar en la posicién 57 por morantel 1 uM.
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Fig. 1.19: Activacién del nAChR muscular salvaje (a2pd¢) y mutado por morantel 1
UM. Izquierda: Trazos de corrientes unitarias a -70 mV. Derecha: Histogramas de
tiempo de estado abierto y cerrado correspondiente a cada receptor.

Cuando el receptor nACh muscular adulto porta la mutacién dD57Q, permanecen
idénticas a las del receptor sin mutar, la minima concentracién de pirantel y morantel para
detectar canales (1 uM), y las propiedades de canal unico (Fig. 1.19). Tampoco se observan
cambios en la activacién de ACh, oxantel o levamisol.

Cuando glicina es reemplazada por glutamina en la subunidad € (¢G57Q), las eficacias
de pirantel y morantel aumentan significativamente con respecto al receptor nACh muscular
salvaje. Los registros de canal unico se detectan a concentraciones tan bajas como 0.25 uM
en vez de 1.0 uM. A esa concentracion, los histogramas de tiempo de estado abierto se
ajustan con dos componentes. El més largo tiene una duracién aproximada de 1 ms, similar al
de ACh en el receptor salvaje. A una concentracion de morantel de 1 uM, el histograma de
tiempo de estado abierto se ajusta con dos componentes de tiempos y dreas relativas: tl=
1.00 £ 0.30 ms (0.35 £ 0.10) y 12= 155 + 50 (0.65 %= 0.15) (Fig. 1.19). En concentraciones

saturantes (300 uM) de pirantel y morantel, la activacion es en forma de clusters aunque de
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baja probabilidad de apertura comparados con los de ACh (Pgpen~ 0.1 para morantel o pirantel
y 0.9 para ACh 300 uM, respectivamente).

No se encontraron diferencias con respecto al receptor salvaje en la propiedad de los
canales cuando el receptor mutado en €G57Q se activd con ACh. A una concentracién de
ACh 1 uM, el tiempo medio de estado abierto y las dreas relativas son 0.94 + 0.05 ms (0.50 £
0.05) y 260 £ 0.02 ps (0.48 = 0.02). Tampoco se encontraron cambios en la activacién por
oxantel o levamisol (t~ 250 us a concentraciones de agonista de 1 uM).

Estos resultados indican que la mutacion €G57Q en el receptor nACh muscular adulto
aumenta selectivamente la eficacia de activacion de pirantel y morantel.

Los canales registrados de la doble mutante (6D57Q + €G57Q) activados por ACh y
antihelminticos presentaron las mismas propiedades que la simple mutante €G57Q. Se
observ un incremento de la activacidn tanto para pirantel como para morantel. Por ejemplo,
a morantel 1 uM los tiempos y dreas relativas fueron t1= 1.0 £ 0.12 ms (0.26 = 0.10) y 12=
150 £ 20 ps (0.74 £ 0.10) (Fig 1.19). Para ACh, oxantel y levamisol tampoco se observaron

cambios con respecto al receptor salvaje.

Finalmente, medimos corrientes macroscopicas del receptor nACh mutado en €G57Q.
En la Figura 1.20 mostramos al AChR muscular activado con ACh y morantel 100 uM. La
amplitud de la corriente iniciada por morantel 100 uM es del 42.0 + 5.0 % comparada con la
generada por ACh 100 uM. La falta de reversion total indica que otros residuos estan

involucrados en la activacion diferencial de los agentes antihelminticos pirantel y morantel.

Agonista

Morantel
200 pA

100 ms

Fig 1.20: Corrientes macroscopicas del receptor nACh muscular
mutado en ¢G57Q activadas con ACh o morantel 100 uM en la
configuracién outside-out. Potencial de membrana: -50 mV.

En conjunto, estos resultados indican que el aminodcido de la posicion 57, localizado
en el lado complementario del sitio de unién de agonistas, es uno de los determinantes

principales de la selectividad diferencial de pirantel y morantel para activar subtipos de

65



CAPITULO |

receptores nACh. Sin embargo, mds residuos son necesarios para revertir completamente los

efectos.

3.3 Residuos del lado principal que participan de la unién de las drogas antiparasitarias
En estudios previos demostramos que la mutacién de la posiciéon G153, altamente conservada
en las subunidades ol de mamifero, por el residuo equivalente de subunidades o de
nematodos (acido glutdmico), aumenta la eficacia de levamisol para activar al receptor nACh
muscular de mamifero (Rayes et al., 2004). Por lo tanto, examinamos como esta posicion esta
involucrada en la activacién de a7 por antihelminticos, utilizando la quimera de alta
conductancia a7-5HT34.

En la Figura 1.21 se muestran los canales obtenidos en la configuracion cell-attached
del receptor a7-G153E-5HT34 activados con la minima concentracion de agonista necesaria

para detectar actividad.
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120, A 60!
ACh 10 uM 60]
il 0 \
120, 100,
Levamisol 100 uM A 60!
m 20| \ 20
b Wn 0 \ 0
160 180
Oxantel 10 pM 80) ‘/\ 80
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oo J y " i " " O K\l ‘ 0
80,
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Fig. 1.21: Corrientes de canal unico de a7-5HT;, portando la mutacion GI153E.
Izquierda: Registros de canales activados por ACh, levamisol, oxantel, pirantel y
morantel a las concentraciones indicadas. Derecha: Histogramas de tiempo de estado
abierto y cerrado correspondientes a cada condicién. Potencial de membrana: -70 mV.

Las corrientes unitarias del receptor o7-5HT3;4 mutado en G153, activadas por
antihelminticos se detectan a concentraciones 5 veces menores que las requeridas para activar

al receptor control (Fig. 1.21). Para ACh, la minima concentracién necesaria para detectar
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canales disminuye 3 veces (10 uM). Los componentes del histograma de tiempo de estado
abierto son similares a los de la quimera control (t1= 6.80 £ 0.20 ms, 12= 0.40 £ 0.20 ms, 13=
110 + 20 ps). Por el contrario, el tiempo mas lento del histograma de aperturas para los
diferentes antihelminticos aumenta ya que a menores concentraciones de estas drogas existe
menor efecto de bloqueo de canal abierto. Estos tiempos son de 795 + 120 us para levamisol
100 uM, 1.78 £ 0.80 ms para oxantel 10 uM, 5.10 + 0.71 ms para pirantel 2 uM y 5.15 £ 0.05
ms para morantel 1 uM (Fig. 1.21).

De esta manera, en el receptor a7, la mutacién G153E localizada en el lado principal
del sitio de unién de agonistas afecta la activacién de ACh y de todos los antihelminticos,
aunque los cambios son mds pronunciados para estos ultimos. Por el contrario, la posicion
Q57 del lado complementario, no contribuye a la activacion de ACh, oxantel o levamisol

pero significativamente afecta la activacion por pirantel y morantel.

3.4 Analisis a nivel de canal inico del receptor portando mutaciones en el lado principal
y complementario

Para explorar la contribucion de las dos mutaciones en forma simultdnea en ambos lados del
sitio de unién de agonistas, activamos la doble mutante Q57G-G153E en a7-5HT34 con ACh
y farmacos antihelminticos.

Para ACh y los antihelminticos oxantel y levamisol, la minima concentracién
necesaria para detectar corrientes unitarias asi también como las propiedades de los canales,
son las mismas que en la mutante simple a7-G153E-5HT34. A una concentraciéon de ACh 10
uM, los tiempos de estado abierto no varfan (t1= 6.80 + 0.40 ms, 12= 0.50 + 0.20 ms y 3=
74 £ 11 ps). Cuando activamos la doble mutante con oxantel (10 puM) o levamisol (100 uM),
la distribucién de los tiempos de estado abierto son similares a los obtenidos con la mutante
simple a7-G153E-5HT;3,4. Estos resultados nuevamente demuestran que el residuo de la
posicion 57 no contribuye a la activacion de ACh, oxantel o levamisol.

El comportamiento de pirantel y morantel en la doble mutante Q57G-G153E es
intermedio entre la mutante simple a7-Q57G-5HT;4 (donde la eficacia de activacidén
disminuye para ambos) y a7-G153E-5HT34 (donde la eficacia de activacién aumenta). La
minima concentracion requerida para detectar canales tnicos es 10 uM para pirantel y 5 uM

para morantel. La distribucion de los tiempos de estado abierto es, para pirantel 10 uM: tl=
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2.30 £ 0.50 ms (0.46 £ 0.10) y 12=90 + 5.0 ps (0.57 £ 0.05), y para morantel 5 uM: t1=2.35
+0.15 ms (0.65 £ 0.02) y 12= 75 £ 20 ps (0.34 £ 0.02), similar al receptor salvaje sin mutar.
En conjunto, nuestros experimentos demuestran que la posicién 153, localizada en el
lado principal del sitio de unién de agonistas, estd involucrada en la activacion de ACh y
farmacos antihelminticos, mientras que la posicién 57, ubicada en el lado complementario,
estd involucrada sélo en la activacién de pirantel y morantel, y es por lo tanto un sitio de

selectividad diferencial.

DISCUSION

A lo largo de esta seccidn discutiré la accién de los farmacos antihelminticos sobre dos
subtipos de receptores nACh, el muscular adulto y el neuronal a7. Como modelo de este
ultimo utilizamos al receptor quimérico a7-5HT3a. Esta quimera de alta conductancia nos
permite detectar corrientes a nivel de canal Unico y tiene una cinética de activacion
caracterizada en detalle (Rayes et al., 2005). Ademds discutiré las bases de la selectividad
diferencial de los antihelminticos por subtipos de receptores nACh y de la generacion de
resistencia a estas drogas.

El control de la infeccién por pardsitos, tanto en animales como en humanos, se
realiza con farmacos antihelminticos. Estas drogas actian sobre los receptores nACh de
helmintos, generando una apertura prolongada de los canales, contraccion permanente de los
musculos y muerte por paralisis espastica. Los subtipos de nAChRs de gusanos se clasifican
de acuerdo a sus propiedades farmacoldgicas. En C. elegans, los receptores se clasifican de
acuerdo a la sensiblidad a levamisol, como L-AChRs, o a nicotina como N-AChRs (Culetto
et al., 2004). Aunque se han identificado numerosas subunidades de los dos subtipos (Boulin
et al., 2008), queda establecer la correcta estequiometria y la cinética de activacion. En
Ascaris la clasificacion es un poco mds compleja, ya que a los receptores se los clasifica en
tres subtipos: L-AChRs, sensibles a levamisol y pirantel; N-AChRs, sensibles a nicotina y
oxantel; y los B-AChRs sensibles a befenium (Martin et al., 2004).

En mamiferos, los farmacos antihelminticos pueden actuar como agonistas parciales,
completos o como moduladores alostéricos dependiendo del subtipo de receptor nACh. En
los ultimos afios determinamos que los antihelminticos (pirantel, morantel, oxantel y
levamisol) son agonistas parciales del receptor nACh adulto de mamifero (Rayes et al., 2001;
Rayes et al., 2004; Bartos et al., 2009b) y que los agentes pirantel y morantel son agonistas

completos y més potentes que la ACh en el receptor nACh a7 (Bartos et al., 2006a; Bartos et
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al., 2009b). Ademas, morantel (Wu et al., 2008) y levamisol (Levandoski et al., 2003) son
moduladores alostéricos positivos de los receptores neuronales o3B2 y o3p4,
respectivamente. Con el fin de entender las bases moleculares de tales diferencias, decidimos
explorar el sitio de unién de agonistas, focalizdndonos en aquellos residuos diferencialmente
conservados. La posiciéon 57, localizada en el lado complementario, es responsable en parte
de la activacion diferencial de los agentes pirantel y morantel sobre subtipos de receptores
nACh (Bartos et al., 2006a; Bartos et al., 2009b) y posiblemente esté involucrada en la
resistencia de nematodos a farmacos antihelminticos (Martin and Robertson, 2007). Es
interesante notar que el mismo sitio juega un rol critico en la interaccién de los insecticidas
neonicotinoides sobre a7, y estaria involucrado en la accién selectiva de estos compuestos
sobre los receptores nACh de insecto (Shimomura et al., 2002).

En numerosas enfermedades neuroldgicas y desordenes psiquidtricos, tales como
Alzheimer, déficit de atencidn, esquizofrenia, entre otros (Kalamida et al., 2007), se
encuentra involucrado el receptor nACh o7. El tratamiento de dichas enfermedades consiste,
en muchos casos, en incrementar la actividad de o7. El estudio farmacoldgico de nuevas
drogas junto con el descubrimiento de determinantes moleculares de selectividad proveen

informacion para el progreso de la farmacologfia.

Accion de los antihelminticos sobre el receptor nACh muscular adulto de mamifero
Los antihelminticos pirantel y levamisol son agonistas parciales del receptor nACh muscular
adulto de mamifero (Rayes et al., 2001; Rayes et al., 2004). Otros dos farmacos mds,
morantel y oxantel, pertenecientes junto con pirantel a la familia de las tetrahidropirimidinas,
actian como agonistas poco eficaces del receptor nACh muscular (Bartos et al., 2009b).

La débil activacion del receptor nACh muscular por morantel u oxantel se refleja por:
la presencia de canales con tiempos de estado abierto 4-veces mds breves en comparacion con
el de ACh (~1 ms) (Bouzat et al., 2000); la ausencia de clusters de activacion por morantel a
todas las concentraciones testeadas o la presencia de los mismos, pero con muy baja
probabilidad de apertura, generados por oxantel en concentraciones saturantes (Papertura ~ 0.1
en lugar de 0.9 con ACh 300 uM) (Bouzat et al., 2000); la activacién de corrientes
macroscopicas 7- y 16-veces menores para oxantel y morantel, respectivamente, en
comparacion con las obtenidas por ACh a la misma concentracion; y el fuerte efecto de

bloqueo del poro cuando se encuentra en estado conductor. La caracterizacion del bloqueo se
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realizé utilizando el tipico esquema lineal (Esquema 1.1). La constante de equilibrio para el
bloqueo (Kp) es 7 veces menor para morantel comparado con oxantel.

De acuerdo a la magnitud de la respuesta, un agonista puede ser completo o parcial.
Los agonistas completos son capaces de iniciar una respuesta maxima, mientras que los
parciales s6lo generan una parte de ésta, aunque todos los sitios de unién del agonista se
encuentren ocupados. Varias teorias tratan de explicar la parcialidad de la respuesta. La
tradicional establece que los agonistas parciales tienen mayor afinidad por el estado cerrado
que por el abierto que un agonista completo, por lo tanto permanece poco tiempo en el estado
abierto generando respuestas cortas (DEL CASTILLO L. and Katz, 1957; Hogg and
Bertrand, 2007). Actualmente surgié una nueva teoria donde se incorpora un nuevo estado
conformacional entre el estado cerrado y el abierto (Lape et al., 2008). Este estado pre-abierto
se conoce como flip. En este modelo, cuando un agonista parcial se une al receptor produce
una respuesta menor porque la velocidad del estado cerrado ligado al pre-abierto es menor
que la de un agonista completo. Una vez que el canal alcanza este estado pre-abierto, las
aperturas ocurren con la misma velocidad, independientemente de que sea un agonista parcial
o completo (Lape et al., 2008).

En conclusién, por su débil activacién junto con el efecto de bloqueo de canal abierto
los farmacos antihelminticos son agonistas parciales del nAChR muscular adulto de

mamifero.

Efecto de los farmacos antihelminticos sobre el receptor nACh a7
Los agentes antihelminticos levamisol y oxantel actian como agonistas parciales del receptor
quimérico o7-5SHTs4. La parcialidad para levamisol es atin mayor que para oxantel ya que las
aperturas de los canales se producen a concentraciones tan altas como 500 puM, son
esporadicas y breves Ademads, no es capaz de generar corrientes macroscopicas en ninguna de
las concentraciones testeadas. Oxantel a pesar de que necesita una concentracion mayor que
la minima para detectar corrientes unitarias que ACh, logra activar al receptor en forma de
bursts de corta duracion y las corrientes macroscopicas alcanzan el 50 % de la obtenida por
ACh. De esta manera, ambos farmacos se comportan como agonistas débiles en a7, al igual
que en el receptor nACh muscular adulto.

Este es el primer reporte que muestra que pirantel y morantel son agonistas completos
y mas potentes que la ACh en el receptor nACh a7. Los resultados experimentales que

apoyan estas conclusiones son los siguientes: i) se obtuvieron, con estos dos antihelminticos,

70



CAPITULO |

corrientes macroscépicas con amplitudes méaximas similares a las obtenidas por ACh; ii) la
curva dosis-respuesta para ambos agentes estd desplazada hacia concentraciones menores de
agonista indicando una potencia de activacion mayor que para ACh; iii) la minima
concentracion capaz de detectar corrientes unitarias es 3 y 6 veces menores para pirantel y
morantel, respectivamente, que ACh; y iv) el andlisis cinético reveld constantes de activacion
similares en a7-SHT34 para pirantel y ACh.

Confirmamos que la quimera es un modelo util del receptor nACh a7, cuando
obtuvimos corrientes macroscopicas activadas con ACh y farmacos antihelminticos del
mismo orden que las obtenidas en el receptor a7-5HT34.

De los antihelminticos utilizados en este trabajo de Tesis, levamisol pertenece a la
familia de los imidazotiazoles y el resto a la de las tetrahidropirimidinas. Levamisol es el
agonista mds parcial de todos en los dos receptores estudiados. Los otros tres antihelminticos
tienen en comun un anillo metil-tetrahidropirimidina y difieren en el otro grupo, que es un
tiofeno en pirantel, un metil-tiofeno en morantel y un oxifenol en oxantel (Fig. 1.1). El anillo
tiofeno, metilado o no, es el que le aporta cardcter de agonista completo a la molécula. Este
heterociclo interaccionaria con el residuo de la posicion 57 del lado complementario del sitio
de unién de agonistas (ver estudios in silico). A pesar de esto, morantel presenta un ECsy y
una Kp menores que pirantel. Podemos inferir entonces, comparando la estructura de ambas
moléculas (Fig. 1.1), que el metilo adicional de morantel incrementaria ligeramente la
potencia de esta molécula ya que este grupo podria estar interaccionando con mds residuos

del sitio de unién y aumentaria el bloqueo estérico sobre el poro del receptor.

Cinética de activacion del receptor a7-5HT;, por pirantel

Los canales del receptor quimérico a7-5HT34 activados por ACh aparecen como aperturas
simples rodeadas por cierres largos o en forma de burst. Los bursts de activacion consisten en
varias aperturas sucesivas separadas por tiempos menores que el tiempo critico (Rayes et al.,
2005). Los bursts iniciados por concentraciones saturadas de ACh estdn formados por
aperturas breves y largas. En nuestro laboratorio se describi6 la cinética de activacion de este
receptor utilizando un esquema ciclico con dos estados abiertos y dos cerrados (Rayes et al.,
2005). El mismo esquema ciclico utilizado para ACh con dos estados adicionales de bloqueo
(Esquema 1.3) describio la activacion del receptor por pirantel. Las constantes de activacion
obtenidas fueron similares a las de ACh. El andlisis indica que una vez que se encuentran

todos los sitios de unién de agonistas ocupados por pirantel, el receptor se abre
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eficientemente, se cierra y se reabre varias veces mds experimentando transiciones
principalmente a través de los estados cerrado breve (C1), abierto largo (A2), abierto breve

(A1) y de bloqueo (A1B y A2B).

Bases estructurales de la alta selectividad de pirantel y morantel por a7

El diferente modo de activacién de pirantel y morantel sobre los distintos subtipos de
receptores nACh podria resultar de diferencias en la afinidad de estas moléculas por el sitio
de unién de agonistas, o la eficacia o habilidad de abrir el canal una vez unido. No es facil
distinguir entre afinidad y eficacia (Colquhoun, 1998). En la afinidad estdn implicadas una
serie de interacciones entre el agonista y el sitio de unién que incluyen dipolo-catién, m-
cation, puentes de hidrogeno y fuerzas van der Waals (Celie et al., 2004; Dougherty, 2007;
Xiu et al.,, 2009), y en la eficacia cambios conformacionales que incluyen diversas
interacciones entre diferentes regiones del receptor, incluida la interfase entre el dominio
extracelular y el transmembrana, capaces de producir la apertura del poro y el pasaje de iones
(Bouzat et al., 2008; Bartos et al., 2009a). Por lo tanto, los residuos involucrados en la
selectividad de pirantel y morantel por a7 podrian estar localizados en cualquier sitio del
receptor.

En este trabajo focalizamos nuestra atencion sobre los residuos ubicados en el lado
complementario del sitio de unidén de agonistas, los cuales estdn menos conservados que los
del lado principal entre el receptor nACh a7 y el muscular adulto de mamifero (Fig. 1.13).
Las mutaciones de los residuos no conservados del loop E (a7-N111Y y a7-Q117T) afectan
de una manera cuantitativamente similar tanto a ACh como al resto de los farmacos
antihelminticos estudiados, indicando que estas posiciones no son selectivas para pirantel y
morantel. Se ha reportado previamente que las posiciones equivalentes del receptor nACh de
Torpedo, yTyrl11 y yTyrl17, interaccionan con el relajante muscular no despolarizante d-
tubocurarina (Chiara et al., 1999; Willcockson et al., 2002). La mutacién a7-G167A del loop
F, no afecta la activacion de ACh o de los farmacos antihelminticos, sin embargo, dicha
posicion estd involucrada en la sensibilidad del receptor nACh o7 por el insecticida
neonicotinoide imidacloprid (Matsuda et al., 2000).

La mutacion del residuo de la posicion 57 del loop D en el receptor nACh a7 por el
equivalente de la subunidad & muscular disminuye la eficacia de activacion de pirantel y
morantel sin afectar la activacion de ACh o los antihelminticos oxantel y levamisol. A nivel

de macrocorrientes observamos una reduccién en el pico mdximo con pirantel o morantel, un
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incremento de 2 veces del ECsy (disminuciéon de la potencia) y una disminuciéon en el
coeficiente de Hill (nH) para ambos antihelminticos. La reduccién del nH indica un
debilitamiento del gatillado (Colquhoun, 1998), esto quiere decir que las subunidades del
receptor pierden la coordinacién necesaria entre ellas para lograr abrir el poro del canal. A
nivel de canal unico, la reducida activacion de pirantel y morantel la observamos con el
incremento de la minima concentracion capaz de detectar canales y una reduccién en los
tiempos de bursts. La reducciéon en el tiempo de burst puede deberse a cambios en la
constante de disociacion del agonista, gatillado del canal y/o desensibilizacién. Como no se
observan componentes de cierre sensibles a la concentracion de agonista, no se puede evaluar
los pasos de unién del agonista en el andlisis cinético del receptor a7-5HT34 (Rayes et al.,
2005). Sin embargo, mediante estudios de modelado de estos farmacos en el sitio de union
podemos inferir que la posicion 57 estaria involucrada en la union de pirantel y morantel (ver
mads adelante). Por lo tanto, cuando mutamos Q57G en o7, la afinidad de pirantel y morantel
por el sitio de unién estaria afectada, modificando las constantes de disociacién. Las
corrientes macroscopicas tampoco muestran cambios significativos en las constantes de
caida, de esta manera descartamos que la reduccion en el tiempo de burst se deba a cambios
en la desensibilizacién. El andlisis cinético muestra cambios profundos en el gatillado del
canal ya que en presencia de la mutacién, el esquema ciclico puede ser simplificado por uno
lineal con un unico estado abierto largo (A2), uno cerrado breve (Cl) y uno bloqueado
(A2B). En la quimera sin mutar, las aperturas breves (A1) dentro de los bursts corresponden
a un 30 % del total de las aperturas. En la quimera mutada, estas aperturas desaparecen,
generando una disminucién del tiempo de burst junto una reduccién de aproximada del 40 %
del pico de la corriente.

De esta manera, la posiciéon 57, localizada en el lado complementario del sitio de
unién de agonistas, estd involucrada en la accién diferencial de pirantel y morantel en los
receptores nACh muscular y o7. La mutacién en dicha posicién afecta la eficacia del
gatillado (determinado en el estudio cinético) y la afinidad por el sitio de unidn (ver estudios

de docking més adelante).

La posicion 57 estd diferencialmente conservada entre las distintas subunidades
nicotinicas de mamiferos. Glicina estd presente en las subunidades ¢, dcido glutdmico o
aspdrtico en las subunidades o y glutamina en las subunidades a7 de mamiferos. Si el residuo
glutamina en o7 es reemplazado por glicina, la eficacia de activacioén de pirantel y morantel

disminuye. Si realizamos la mutacion reversa en la subunidad & (eG57Q), la eficacia de
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ambos antihelminticos para activar al receptor nACh muscular, aumenta considerablemente.
Aunque estos resultados demuestran que el residuo de la posiciéon 57 es un determinante
clave en la selectividad diferencial de estos dos antihelminticos, existirian otros residuos
adicionales involucrados ya que estas mutaciones no revierten completamente los efectos.
Cuando el residuo equivalente de la subunidad ¢ es mutado (6D57Q) no se observan cambios
en la activacion por pirantel o morantel. Este resultado revela que las drogas se unen
diferencialmente en ambas interfases del receptor nACh muscular y que la activacién estaria
mediada por la interfase a-€. Otra explicacién posible seria que estos dos antihelminticos no
se unan a la interfase a-¢, salvo en presencia de la mutaciéon €¢G57Q. De esta manera, las
aperturas breves corresponderian al receptor monoligado, y las largas, al biligado. La
mutacion permitiria la unién de las drogas a una segunda interfase.

Aunque las interacciones moleculares que resultan en un agonismo parcial no son
comprendidas en su totalidad, en este trabajo de Tesis demostramos que la glicina 57 del
receptor nACh muscular, convierte a pirantel y morantel en agonistas parciales cuando se
encuentra en el receptor a7. Esta posicion también estd involucrada en la sensibilidad del
receptor o7 por insecticidas neonicotinoides (Shimomura et al., 2002). De esta manera, este

residuo parece funcionar como determinante de selectividad de un amplio espectro de drogas.

Por otro lado, estudiamos la contribucién del residuo de la posiciéon 153 ubicado en el
lado principal del sitio de uniéon de agonistas (Brejc et al., 2001). En las subunidades a de
mamiferos existe en esta posicion glicina, por el contrario, en las subunidades o musculares
de nematodos, tales como UNC-38, al A. suum, TARI1 T. colubriformis, existe acido
glutdmico. En los gusanos este residuo estaria involucrado en la alta eficacia de activacion de
los receptores nACh por levamisol. La mutacion de la posicion 153 en el receptor nACh
muscular de mamifero (a1-G153E), aumenta la eficacia de activacion de levamisol (Rayes et
al., 2004).

Al igual que en el nAChR muscular, la mutacion a7-G153E aumenta la potencia de
activacion tanto de ACh como de farmacos antihelminticos, siendo mayor el incremento para
estas ultimas drogas. Estos resultados coinciden con los reportados previamente por Grutter y
colaboradores (2003), donde determinaron que la mutacién G153K aumenta la potencia y
afinidad de diferentes ligandos (ACh, nicotina, epibatidina) de manera selectiva en el receptor
o7 (Grutter et al., 2003).

Los experimentos con la doble mutacion Q57G-G153E en a7, muestran la

contribucion de ambos residuos en la activacion de los antihelminticos. Los estudios a nivel
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de canal Unico y macroscépico determinaron que ACh, oxantel y levamisol interaccionan
s6lo con el residuo de la posicién 153. Por el contrario, pirantel y morantel interaccionan con
ambas posiciones. Extrapolando estos resultados a los receptores nACh de nematodos, la
mutacién puntual en la posicién 57, afectaria la sensibilidad sélo de pirantel y morantel, pero
no la de oxantel o levamisol. La mutacién en la posiciéon 153 del lado principal afectaria a
todos los farmacos antihelminticos. Existen estudios que reportan el cambio de tratamiento de
pirantel a levamisol de animales infestados por Oesophagostomum spp, debido a que los
pardsitos adquirieron resitencia contra pirantel (Bjorn et al., 1990). El desarrollo de
resistencia podria ser explicado, en este caso, por la mutacién espontdnea de la posiciéon 57

que afecta la accion de pirantel pero no la de levamisol.

Estudios in silico

Para comprender a nivel molecular el tipo de interaccion de los farmacos antihelminticos con
el sitio de unién de agonistas decidimos realizar estudios in silico. El modelado fue realizado
en el laboratorio de Sarah Lummis del Departamento de Bioquimica de la Universidad de
Cambridge, UK. Esta colaboracion fue realizada con el objetivo de establecer como la
posicion 57 del sitio de unién de agonistas estd involucrada en la eficacia de activacion de los
nAChRs por drogas antihelminticas. El estudio se realizé utilizando dos de los cuatro
antihelminticos (Fig. 1.22), uno completo, morantel, y uno parcial, oxantel sobre el dominio

extracelular del receptor a7.

Oxantel Morantel

Fig. 1.22: Estructuras moleculares de los firmacos antihelminticos
utilizados en el estudio de docking. Los atomos estdn coloreados
en gris (C), blanco (H), azul (N), amarillo (S), y rojo (O).

En la figura 1.23, mostramos la vista superior (A) y lateral (B) del dominio

extracelular de a7 con los dos farmacos antihelminticos superpuestos.
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Fig 1.23: Docking del dominio extracelular de o7 con los
antihelminticos morantel y oxantel superpuestos. A: Vista
superior. B: Vista lateral.

Los estudios mostraron tres diferentes orientaciones para cada molécula. En la
orientacion 1 (Fig 1.24), el grupo metil-tetrahidropirimidina, comuin en ambas drogas, estd
localizado a 5 A del residuo W149 del loop B del lado principal del sitio de unién de
agonistas. El otro grupo ciclico es un metil-tiofeno en morantel y un hidroxi-fenol en oxantel
y estdn orientados hacia el loop D a menos de 3 A del residuo Q57. Las moléculas adoptan

una posicién horizontal.

OXANTEL MORANTEL

loop E

loop C loop C

Fig. 1.24: Orientacién 1 de oxantel (izquierda) y morantel (derecha) en el sitio de
unién de a7. Los loops estan coloreados en naranja (loop A), rojo (loop B), amarillo
(loop C), azul (loop D) y verde (loop E). Los residuos W148 y Q57 estdn en rojo y
azul, respectivamente.

En la orientacion 2 (Fig 1.25), el anillo metil-tetrahidropirimidina de ambas moléculas
nuevamente estd localizado cerca de W149, pero los extremos opuestos estan proximos al
loop E a mas de 6 A del residuo Q57 (loop D). Ambos farmacos adquieren una orientacion

vertical en el sitio de unién de agonistas.
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OXANTEL MORANTEL

loop A loop A

loop E

loop D

Q57

loop C loop C

Fig. 1.25: Orientacién 2 de los formacos antihelminticos oxantel y morantel en el
sitio de unién de a7. Los loops y los residuos del sitio de unién estdn coloreados
como se indica en la Fig. 1.24.

Finalmente, en la orientacion 3 (Fig 1.26), las moléculas estdn reorientadas, de manera
que los grupos metil-tiofeno y el hidroxi-fenol estdn ubicados cerca de W149 y el anillo
metil-tetrahidropirimidina estd dirigido hacia el lado complementario del sitio de unién de

agonistas a més de 6 Adela posicion 57.

OXANTEL MORANTEL

loop A loop A

loop E loop E

loop D loop D

Q57 Q57

loop C loop C

Fig. 1.26: Orientacién 3 de los farmacos oxantel (izquierda) y morantel (derecha) en
el sitio de unién de o7. Los loops y los residuos del sitio de unién estan coloreados
como se indica en la Fig. 1.24.

A partir de estas orientaciones podemos seleccionar, de acuerdo a los datos
experimentales y bibliograficos, a aquellas que mejor explican los resultados antes obtenidos.
El sitio de unién de agonistas de los nAChRs (para mas detalle ver Introduccién)
contiene aminodcidos aromadticos (Phe, Tyr, Trp) capaces de formar con agonistas que
presentan grupos con cargas positivas, interacciones m-cation (Lester et al., 2004). Estas
interacciones son fuerzas de unién no covalentes entre el anillo aromatico del aminoécido,

que provee una regién con potencial electrostitico negativo, y moléculas con carga positiva

77



CAPITULO |

(Dougherty, 2007). La ACh posee un amonio cuaternario que interacciona mediante este tipo
de fuerzas con el residuo aromadtico (Trp) de la posicidén 149 del lado principal del sitio de
unién (Zhong et al., 1998). De la misma manera, la nicotina interacciona con o7 mediante
fuerzas m-cation. Sin embargo, en el receptor muscular donde este tipo de fuerzas no existen,
cambia su comportamiento a agonista parcial (Xiu et al., 2009). El anillo metil-
tetrahidropirimidina de los antihelminticos pirantel, morantel y oxantel, posee un amonio
cuaternario con carga positiva, que le permitiria formar la interaccion n-cation con W149 del
loop B del lado principal del sitio de union. Estos antihelminticos son agonistas eficaces del
receptor a7 (a excepcion de oxantel), por lo que es probable que ocurra este tipo de
interaccion. De esta manera, los datos apoyan las orientaciones 1 (Fig. 1.24) y 2 (Fig. 1.25)
para los antihelminticos oxantel y morantel.

Las mediciones electrofisioldgicas a nivel de canal tnico y macroscOpicas muestran
que morantel es un agonista mds eficaz que oxantel en el receptor a7, y que la mutacién de la
posicion Q57 del loop D afecta inicamente la eficacia de morantel. Estos hallazgos podrian
deberse a la distinta localizacion de los grupos metil-tiofeno en morantel y un hidroxi-fenol
en oxantel en el lado complementario del sitio de unién de agonistas. Morantel adoptaria la
orientacién 1 (Fig. 1.24) donde el grupo metil-tiofeno interaccionaria con Q57 (< 3 A)
mediante interacciones ¢ (Brandl et al., 2001) y puente H, y oxantel, la posicion 2 (Fig. 1.25)
donde el hidroxi-fenol estaria localizado a una distancia considerable de Q57 (> 6 A).

Estudios in silico realizados posteriormente en nuestro laboratorio demostraron que el
reemplazo de Q57 por glicina en el receptor a7, cambia profundamente la orientacion de
morantel en el sitio de unién de agonistas, ya que la molécula dificilmente adquiere la
orientacién 1 (Fig. 1.24).

Los estudios de docking son extremadamente utiles para brindar informacién sobre la
orientacion de los ligandos en el sitio de union de agonistas de diversos receptores (Price et
al., 2008; Xiu et al., 2009; Ulens et al., 2009). Una fuerte interaccion entre el grupo metil-
tiofeno de morantel con el residuo Q57, junto con la interaccion m-catiéon del grupo metil-
tetrahidropirimidina con W149, explicaria la alta eficacia de activacion del receptor nACh a7
por este farmaco. Por otro lado, oxantel adoptaria una posicion diferente a la de morantel ya

que la mutacion en la posicidn 57 no altera su comportamiento en a7.
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Sensibilidad y resistencia a los farmacos antihelminticos

Nuestros resultados indican que el nAChR es poco activable por pirantel y morantel cuando
contiene glicina en las posiciones 153 (lado principal) y 57 (lado complementario) del sitio de
unién de agonistas. Por el contrario, la maxima sensibilidad de los nAChRs estaria dada
cuando existe dcido glutdmico en la posiciéon 153 y glutamina en la posiciéon 57. La
combinacion exacta de subunidades que componen a los receptores nACh sensibles a
levamisol en nematodos C. elegans no se conoce (Culetto et al., 2004). Sin embargo, cuando
comparamos dentro de este grupo de subunidades secuencias que podrian formar el lado
principal y/o complementario, podemos especular que los residuos, que dan la maxima
sensibilidad a los antihelminticos pirantel y morantel, E153 y Q57 serian aportados por UNC-
38 y UNC-63, respectivamente. Estos residuos también estarian involucrados en la
generacion de resistencia de los gusanos parasitos a los antihelminticos (Bartos et al., 2006a;
Martin and Robertson, 2007) ya que si se producen mutaciones espontidneas en estas
posiciones a glicina, el parasito se vuelve resistente a la accioén de estos farmacos.

La resistencia a drogas antihelminticas es un grave problema que afecta a gran parte
de la poblacién mundial creando serias pérdidas econdmicas. Las bases de la resistencia
dependen de una serie de factores genéticos, ambientales y humanos. La resistencia a
agonistas colinérgicos por parte de los pardsitos se produce por cambios en los niveles de
expresion de las subunidades que componen los nAChRs (Williamson et al., 2009) y por
alteraciones en la union de estas drogas con los receptores nACh musculares de nematodos
(Martin and Robertson, 2007).

La creacion de resistencia por parte de los pardsitos a drogas antihelminticas tiene que
ver con el uso continuo e imprudente de los mismos farmacos que favorecen la prevalencia
de cepas resistentes. Actualmente surgié un nuevo grupo de antihelminticos derivados de los
amino-acetonitrilos (AADs) (Kaminsky et al., 2008a). En los estudios realizados hasta el
momento encontraron que uno de ellos, monepantel (AAD 1566) tiene alta actividad contra
nematodos gastrointestinales, incluyendo a los resistentes, es altamente eficaz y tolerable, de
baja toxicidad para los mamiferos (Kaminsky et al., 2008b) y su accion se cree que es sobre
los receptores nACh (Rufener et al., 2009). Este nuevo farmaco antihelmintico forma parte de
una nueva estratégica terapéutica contra las parasitosis.

El conocimiento de las bases moleculares de la formacion de la resistencia de gusanos
pardsitos a antihelminticos ayudard a desarrollar nuevos farmacos para combatir las

parasitosis.
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Conclusiones finales
En este trabajo de Tesis se muestra el estudio de la accién de cuatro farmacos antihelminticos
(pirantel, morantel, oxantel y levamisol) sobre dos subtipos de receptores nACh. Se
determiné que: i) todos son agonistas parciales del receptor nACh muscular adulto de
mamifero; ii) los agentes pirantel y morantel son agonistas completos y mds potentes que la
ACh en el receptor a7, mientras que levamisol y oxantel contindan siendo agonistas
parciales; y iii) el residuo de la posicion 57 del lado complementario del sitio de unién de
agonistas es un determinante clave en la selectividad diferencial de pirantel y morantel por
los nAChRs.

Este estudio aporta informacién sobre las bases estructurales de la accién de los
antihelminticos sobre subtipos de receptores nACh, utiles para el conocimiento de la
generacion de resistencia y el desarrollo de nuevos farmacos mds selectivos y con menores

efectos adversos.
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CONCLUSIONES FINALES DEL CAPITULO I

% Los farmacos antihelminticos pirantel, morantel, oxantel y levamisol, son agonistas

parciales del receptor nACh muscular adulto de mamifero (a2pd¢).

» Pirantel y morantel son agonistas altamente eficaces y mds potentes que la ACh para
el receptor nACh a7. Por el contrario, levamisol y oxantel contindan actuando como

agonistas parciales.

* Todos estas drogas actian como bloqueadores de canal abierto de los nAChRs.

# La mutacion a7-Q57G, localizada en el lado complementario del sitio de unién de
agonistas, disminuye la potencia y eficacia en la activacién por pirantel y morantel.
Esta posicion no afecta la activacion por ACh ni por los agentes antihelminticos

levamisol y oxantel.

# La potencia de activacion de los farmacos antihelminticos y ACh aumenta cuando el
receptor es mutado en la posicion 153 del lado principal del sitio de unién de

agonistas (a7-G153E).

* Los receptores nACh mds sensibles a drogas antihelminticas serian aquellos que
contienen en su sitio de unién 4cido glutdmico en la posicién 153 (lado principal) y
glutamina en la posicién 57 (lado complementario). Este tipo de combinacion la

encontramos en subunidades nicotinicas musculares de gusanos.
* Por el contrario, cuando estas dos posiciones determinantes de sensibilidad contienen

glicina, los farmacos antihelminticos actian como agonistas parciales sobre el

receptor nACh, como ocurre en el nAChR muscular de mamifero.
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CAPITULO II

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

La resolucién en alta escala de la estructura de la proteina unidora de ACh (AChBP) del
caracol Lymnaea stagnalis (Brejc et al., 2001), junto con la del receptor nACh de la raya
marina Torpedo (Unwin, 2005) y la de la subunidad al muscular de ratén (Dellisanti et al.,
2007), nos permiti6 comprender mejor a nivel molecular la estructura de los receptores Cys-
loop. Actualmente la cristalizacién de canales i6nicos activados por ligandos de las bacterias
Erwinia chrysanthemi (ELIC) y Gloebacter violaceus (GLIC) probablemente en los estados
de reposo y abierto (Hilf and Dutzler, 2008; Bocquet et al., 2009; Hilf and Dutzler, 2009b),
nos brind6 informacién sobre los posibles movimientos que se producirian luego de la unién
del agonista.

Los receptores Cys-loop pueden ensamblarse a partir de cinco copias de una misma
subunidad, formando homopentdameros, o de subunidades diferentes, formando
heteropentameros.  Evolutivamente, los  primeros receptores Cys-loop  fueron
homopentaméricos, por lo que son hoy en dia modelos para estudiar la relacion estructura-
funcién. Cada subunidad posee un dominio extracelular, donde se encuentra el sitio de unién
de agonistas, y uno transmembrana, donde se ubican los filtros de selectividad de iones y la

compuerta del canal (Fig. 2.1).

Fig. 2.1: Estructura de los receptores Cys-loop. A: Vista completa del
receptor pentamérico. B: Vista superior. C: Subunidad mostrando el dominio
extracelular (ECD), el transmembrana (TMD) y el intracelular (ICD).

El sitio de unién de agonistas se encuentra proyectado sobre el espacio sindptico

extracelular, mientras que el poro del canal se localiza dentro de la membrana (Unwin, 2005).
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Estas dos regiones estdn separadas por una distancia de 50 A. La activacién comienza con
una serie de interacciones entre el agonista y el sitio de unién que se propagan a la interfase
ubicada entre el dominio extracelular y el transmembrana. El loop C, responsable de
“atrapar” al agonista en el sitio de unién, estd conectado al segmento M1 por medio de 10.
Una serie de interacciones entre los extremos inferiores de las hojas plegadas 3 del dominio
extracelular con los extremos superiores de las hélices a del dominio transmembrana
llevarian al movimiento de las hélices que forman el poro permitiendo el pasaje de iones.

La interfase entre los dominios extracelular y transmembrana tiene considerable
atencién porque es una zona estructural de transicién en la cual las hojas plegadas B del
dominio unidor de ACh se unen con las hélices a del poro i6nico (Fig. 2.2). Dentro de esta
zona, numerosos loops interaccionan para acoplar los cambios estructurales del sitio de unién
de agonistas hacia el poro del canal. La interfase estd formada por los loops B1B2, Cys-, B89
y B10 provenientes del dominio extracelular y las porciones pre-M1, M2M3 y post-M4 del

dominio transmembrana (Fig. 2.2)

Fig. 2.2: Interfase entre los dominios extracelular y transmembrana del modelo del receptor nACh
de Torpedo a 4 A de resolucién (PDB 2BG9). A: Subunidad pentamérica resaltada, con el dominio
extracelular en amarillo y el transmembrana en rojo. B: Regién ampliada de la interfase. Los
distintos componentes fueron coloreados en verde (Cys-loop), azul (M2M3), naranja (B1PB2), gris
(B8P9), lila (B10), y rosa (pre-M1). Las imagenes se generaron con el software VMD (Humphrey et
al., 1996).

Hace unos afios se demostrd que esta zona estructural es de suma importancia para el
funcionamiento del receptor con una quimera formada en el dominio extracelular por la
proteina unidora de ACh (AChBP) y en el transmembrana por el receptor de serotonina (5-

HTs4). La quimera resultante unia ACh pero no era funcional. Unicamente cuando se
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reemplazaron las secuencias de los loops Cys-, B1B2 y B8B9 de la AChBP por secuencias de
5-HT34, se restaurd el acoplamiento funcional de la interfase y la funcionalidad del receptor
(Bouzat et al., 2004). Estos resultados resaltan la importancia de las interacciones alostéricas

especificas entre ambos dominios.

El objetivo de este capitulo es mostrar la importancia de la interfase comprendida
entre el dominio unidor de ACh y el formador del poro i6nico en la cinética de activacion y
desensibilizacion de receptores homopentaméricos y la contribucion de los diversos loops
que la componen. Con este fin, evaluamos la funcionalidad de dos receptores
homopentaméricos pertenecientes a la familia Cys-loop, el nAChR a7 y el de 5-HTja,
mediante la técnica electrofisiolégica de Patch-clamp. Luego generamos diversas quimeras
conteniendo interfases con secuencias mixtas y homogéneas y evaluamos los tiempos de
apertura y desensibilizacion de los receptores formados. Ademads evaluamos la contribucion
de los diferentes componentes de la interfase, prestando especial atencién a los loops Cys-,
B8P9, el extremo pre-M1 y el linker M2M3.

Este trabajo fue realizado en colaboracién con el laboratorio de Steven Sine de la
Clinica Mayo de USA. La caracterizacion del receptor 5-HT;a fue realizada por Corradi y

colaboradores (2009) en nuestro laboratorio.

RESULTADOS

1- PROPIEDADES FUNCIONALES DE RECEPTORES HOMOPENTAMERICOS
Las propiedades funcionales de los receptores homopentaméricos nACh a7 y 5-HTsa las
evaluamos registrando corrientes unitarias 'y macroscopicas en células BOSC-23

transfectadas con el cDNA de cada uno de los receptores.

1.1 Receptor nACh a7
i) Corrientes unitarias y macroscopicas de a7 activadas por ACh

Comenzamos la caracterizacion del receptor nACh a7 obteniendo corrientes unitarias en la

configuracion cell-attached a un potencial de membrana de -70 mV. Para obtener un receptor
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funcional es necesario co-transfectar el ADNc de a7 con el de la chaperona Ric-3 (Williams
et al., 2005) en una proporcion de 4 ug de a7 y 20 ug de Ric-3 por cépsula.

Los canales de a7 se detectan en un rango de concentraciéon de ACh de 10-500 uM.
En todas las concentraciones testeadas los canales son breves y aislados separados por
periodos de cierres largos (Fig. 2.3). Con menos frecuencia aparecen aperturas continuas

agrupadas en burst. La amplitud de los canales es de 9.6 + 1.7 pA (-70 mV).

| E—

M
M
_

500 ms

Fig. 2.3: Canales tnicos del receptor nACh o7 obtenidos en
la configuracién cell-attached. ACh 100 uM. Potencial de
membrana -70 mV.

El histograma de aperturas se ajusta con dos componentes de 320 £ 150 us (0.30 +
0.15) y 60 £ 30 us (0.70 + 0.10) (Fig. 2.4). Las aperturas breves son generalmente aisladas,
mientras que las largas pueden estar aisladas o formando parte de un grupo de aperturas
sucesivas (bursts). No observamos activacion en forma de clusters en ninguna de las
concentraciones testeadas.

El histograma de cierres se ajusta con tres o cuatro componentes, el mds breve
corresponde a los cierres dentro de un burst, mientras que los mds largos, a cierres entre
aperturas independientes, entre bursts o ambos (Fig. 2.4). El componente de cierre mas breve
se observa sistemdticamente en todos los registros y su duracion es de 117 * 35 us (area
relativa: 0.15 = 0.03; n= 4). Los otros componentes son variables y dependen del nivel de
expresion.

Para caracterizar los bursts y cuantificar su duracién, definimos un tiempo critico de

cierre (tui) que se obtiene del punto de interseccion entre el componente més breve y el
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sucesivo. Para la mayoria de los registros el t. varia entre 0.4 y 1 ms. Las aperturas
separadas por tiempos menores a este tiempo critico constituyen un burst (Fig 2.4). El
componente mds largo del histograma resultante corresponde al tiempo de burst y es de 330 +
50 ps. Si comparamos el histograma de tiempo de estado abierto y el de burst podemos ver
que la duracién de las aperturas mds breves en los dos histogramas es igual, mientras que la
duracién del componente mds largo aumenta ligeramente en el histograma de burst. Aquellas
aperturas aisladas cuyos tiempos coinciden con el tiempo de burst definido del histograma

también se los considera un burst (Fig. 2.4).

Abierto Cerrado Burst
Cuentas
80,
40 tcntburSt
0
54324312 -5-4-3-2-1’012 ' 54324012
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U 5pA
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Apertura/Burst Burst 2ms

Fig. 2.4: Histogramas y trazos de canal tnico representativos de a7. Arriba:
Histogramas de tiempo de estado abierto, cerrado y de burst. ACh 100 uM.
Potencial -70 mV. En el histograma de cierre se marca el tiempo critico con ..
Abajo: Trazos de corrientes con ejemplos de aperturas aisladas largas/burst y
aperturas sucesivas/burst.

Registramos corrientes macroscépicas de a7 a partir de la configuraciéon outside-out,
donde pequefios parches de membrana celular conteniendo al receptor son rapidamente
perfundidos con un pulso de 500 ms de ACh 1 mM (Fig. 2.5).

Las corrientes macroscopicas de o7 decaen rapidamente. La constante de decaimiento
(ta) es 0.40 £ 0.20 ms. Si, por un lado, la probabilidad de apertura del canal es alta y la
velocidad de recuperacion de la desensibilizacion en presencia de agonista es lenta, y por
otro, la activacion se hace con alta concentracién de agonista, el valor de 1/14 se aproxima a
la velocidad de desensibilizaciéon. Por lo tanto, podemos estimar la velocidad de

desensibilizacién a partir de la velocidad de decaimiento.
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ACh 1 mM
Fig. 2.5: Corriente macroscépica de o7
500 pA obtenida en la configuracién outside-out
con una concentraciéon de ACh 1 mM.
Potencial de membrana: -50 mV.
200 ms

Como se mostré anteriormente, en presencia de altas concentraciones de ACh, el
receptor a7 se activa en forma de aperturas breves separadas por periodos largos de cierre
(Fig. 2.3). Esta forma de activacién podria estar dada por: i) una constante de velocidad de
apertura lenta; ii) una velocidad de asociacion lenta o de disociacién rdpida, o ambas al
mismo tiempo; o 1ii) una velocidad de desensibilizacion rdpida. Como las corrientes
macroscépicas obtenidas en la configuracion outside-out alcanzan el pico maximo en menos

de 1 ms (Fig. 2.6), eliminamos la posibilidad de una velocidad de apertura lenta.

ACh1mM

/-

Fig. 2.6: Corriente macroscépica de o7 obtenida en

20 pA la configuracién outside-out con una concentraciéon
de ACh 1 mM. El receptor alcanza el pico mdximo
2 ms de corriente en 0.15 ms.

Para testear las constantes de asociacion y disociaciéon de ACh, obtuvimos corrientes
unitarias con concentraciones de ACh bajas y altas (10 y 100 uM). Si estas constantes
influyen en la activacion del canal, las corrientes de canal unico estarian afectadas. Sin
embargo, como la distribucién de los tiempos cerrados no cambia de 10 a 100 uM de ACh
(Fig. 2.7), podemos inferir que las velocidades de asociacién y disociacion de la ACh no

influyen en la cinética de los canales tinicos.
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Fig. 2.7: Canales tnicos del receptor nACh a7. Izquierda: Trazos de
corrientes a 10 y 100 uM de ACh obtenidos a un potencial de membrana
de -70 mV. Derecha: Histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado
correspondientes a cada concentracion.

Por ultimo, como la constante de decaimiento debido a desensibilizacion de las
corrientes macroscopicas (tg ~ 0.40) es similar al tiempo de estado abierto (1, ~ 0.30) de los
canales unitarios y al de burst (1, ~ 0.33), podemos concluir que la rdpida desensibilizacion

determina la velocidad de cierre del receptor nACh a7.

ii) Analisis cinético del receptor nACh a7

Para caracterizar en detalle la activacion del receptor nACh a7, se realizé un analisis de la
cinética de activacion utilizando los tiempos de apertura y cierre dentro de los bursts. Para
ello se utiliz6 un esquema conteniendo un estado cerrado (C), uno abierto (A) y uno
desensibilizado (D) (Esquema 2.1) (Auerbach and Akk, 1998; Mike et al., 2000). Los estados

C y D no son conductores de iones pero pueden distinguirse por sus diferentes duraciones.

C B, A d+ > Esquema 2.1

Cuando ACh se une todos los sitios de unién, el receptor se abre con una velocidad p.
Luego puede cerrarse con una velocidad a o desensibilizarse con una velocidad d+.
Asumimos que todas las transiciones son de C a A porque utilizamos concentraciones
saturantes de ACh. Ademds, como el estado D es méas prolongado que el C, las transiciones
de D a A dentro de un burst no ocurren. El burst termina por desensibilizacion.

En presencia de concentraciones saturantes de ACh, el Esquema 2.1 predice que el
numero de cierres por burst es a/d+, la duracion de las aperturas dentro del burst es (o + d+)
',y que la duracién del burst es aproximadamente (1 + a/d+)/(o. + d+). De esta manera, a
partir de los valores obtenidos previamente del nimero de cierres por burst (0.30 £ 0.19) y de
la duracion de las aperturas dentro del burst (0.26 + 0.12 ms) podemos estimar la velocidad
de cierre a (690 £ 300 s'l) y la de desensibilizacion d+ (3320 = 1300 s'l). El valor de la

velocidad de desensibilizaciéon (d+) es mayor que el valor de la velocidad de cierre (a), esto
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CAPITULO 1I

significa que una vez que el receptor se abre, es mds probable que se desensibilice antes de
que vuelva al estado de reposo.

De acuerdo al Esquema 2.1, se asume que dentro de los bursts existe una tnica forma
de activacion. Los bursts contienen principalmente aperturas largas. Las aperturas breves no
forman parte de los bursts sino que ocurren de manera aislada. De esta manera, las

velocidades a y d+, son ttiles a la hora de explicar la forma de activacion dentro de un burst.

Con los valores del Esquema 2.1 y asumiendo que la velocidad de apertura B es
rdpida, pueden simularse corrientes macroscOpicas idénticas a las obtenidas
experimentalmente (Fig. 2.8). Las corrientes fueron simuladas usando el programa de
computacion QuB (QUB Suite, State University of New York, Buffalo) y analizadas con el
programa SigmaPlot 7.101. El valor de la constante de apertura 3 se varié entre 5000 a 20000

1 . . e . e e . . .
s sin producirse modificaciones significativas de las corrientes simuladas.

ACh1mM

v —

20 pA Fig. 2.8: Corriente macroscépica de
a7 obtenida en forma experimental

(arriba) y simulada (abajo).
2ms

iii) Recuperacion de la desensibilizacion del receptor nACh a7

Los periodos de latencia entre sucesivas respuestas sindpticas son controlados por la
desensibilizacion del receptor. Si el receptor nACh a7 se recuperara lentamente de este
estado, la duracién entre una respuesta y la siguiente resultaria muy larga.

Para medir el tiempo de recuperacion de la desensibilizacion utilizamos un protocolo
de doble pulso. En este experimento, se aplica un pulso de ACh 1 mM de 150 ms, y luego de
distintos tiempos de aplicacion de una solucién libre de ACh (que varian de 0.25 a 6
segundos) se aplica un segundo pulso de agonista. Se utiliz6 la configuracién whole-cell para
obtener corrientes de mayor magnitud que las obtenidas en la configuracion outside-out. En
esta configuracion las corrientes en general decaen mdés lentamente que en outside-out. La
variabilidad en los valores de desensibilizacién entre ambas configuraciones se debe a

diferencias en la velocidad y uniformidad de exposicién de los receptores al agonista (Zhang
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CAPITULO 1I

et al., 1996; Liu and Berg, 1999; Mike et al., 2000). A pesar de esto, en la configuracién
whole-cell las corrientes alcanzan el pico maximo en menos de 10 ms y por lo tanto pueden
utilizarse para estas determinaciones.

En la figura 2.9 se muestra las corrientes recuperadas en funcién de los distintos
tiempos de aplicaciéon del segundo pulso (Fig. 29 A) y la curva de la fraccién de
recuperacion vs el tiempo de recuperacion (Fig. 2.9 B). Luego de desensibilizarse, el receptor
nACh a7 recupera un 50 % de la respuesta luego de 1.10 £ 0.08 segundos. Pasado ese

tiempo, puede generar nuevamente una respuesta de la misma magnitud.

A B

. 1.0

T o

N__ 0.65s R

085s 5 0.6

o

1s 3 0.4

= € 0.2

c. 100pA 0.0

Control 50 ms ’ ) 2‘ lll é

Tiempo (s)

Fig. 2.9: Recuperaciéon de la desensibilizaciéon del receptor a7. A: Corrientes
obtenidas en la configuraciéon whole-cell con un pulso de 150 ms de ACh 1 mM. El
primer pulso es el control. El segundo pulso (realizados a distintos tiempos) se
encuentra en el mismo trazo. Potencial de membrana: -50 mV. B: Curva graficando
la fraccién de la recuperacion vs el tiempo de recuperaciéon en segundos.

Este modo tan particular de respuesta del receptor nACh o7, con una velocidad de
desensibilizacién rdpida (tg ~ 0.4 ms), principal determinante del tiempo de estado abierto (t,
~ 0.3 ms), y una recuperacion de la desensibilizacién lenta (Trecuperacion ~ 1.1 8), hace que la
latencia entre sucesivas respuestas sinapticas sea prolongada. Este mecanismo, hace que a7
funcione como un sensor altamente sensible a las concentraciones de ACh, ya que actia

como un filtro que impide los estimulos excesivos.

1.2 Receptor de 5-HT3,

La cinética de activacion del receptor homopentamérico de serotonina (5-HT3,) es totalmente
diferente a la del receptor nACh a7. En esta caracterizacion se utilizé la forma de alta
conductancia del receptor 5-HTsa. La concentracion de serotonina (5-HT) elegida para

activar al receptor fue de 3 uM ya que es una concentracion mayor al ECsy (2.7 £ 0.5 uM)
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CAPITULO 1I

pero en la cual no existe bloqueo del poro por el mismo agonista (Gumilar and Bouzat, 2008;
Corradi et al., 2009).

En la figura 2.10 vemos trazos de corrientes unitarias con los histogramas de tiempo
de estado abierto correspondientes a 5-HT 0.1, 3 y 10 uM. Cabe destacar que a todas las
concentraciones testeadas los canales aparecen en forma de clusters compuestos a su vez de
varios bursts en rdpida sucesién (ver mas adelante). A partir de concentraciones de 5-HT
superiores a 5 uM, la duracién del componente mas largo disminuye sistematicamente por un

efecto de bloqueo de canal abierto por 5-HT.

Abierto

5HT C“Z’;as
0.1 HM 20|
“J w L!b al
40
3 uM 2Q
J “ Lh ol
40,
10 pM 20

Q=

log duracion (s)

Fig. 2.10: Activacién y bloqueo del receptor 5-HT;, por 5-HT.
Trazos de corrientes unitarias obtenidas en la configuraciéon cell-
attached acompafiados de los correspondientes histogramas de
tiempo de estado abierto a 5S-HT 0.1, 3 y 10 uM.

Las aperturas del receptor de 5-HT3,, obtenidos en la configuracion cell-attached a un
potencial de membrana de -70 mV con 5-HT 3 uM, son prolongadas y ocurren como eventos
de apertura en rapida sucesion (Fig. 2.11). Los canales pueden agruparse en bursts y éstos a

su vez en clusters.

Cuentas  ADiETtO Cerrado
A

log Duracion (s)

| 5pA
Apertura

Burst 100 ms
Cluster
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CAPITULO 1I

Fig. 2.11: Activacion del receptor 5-HT;,4. Trazo representativo de corriente a
5-HT 3 pM mostrando la duracién de las aperturas, bursts y clusters.
Potencial de membrana: - 70 mV. Histogramas de tiempo de estado abierto y
cerrado, de burst y de cluster.

El histograma de tiempo de estado abierto presenta tres componentes (Fig. 2.11). Las
aperturas del componente mas largo (110 + 35 ms) las encontramos formando parte de los
bursts de activacion. Varios bursts forman un cluster. Las aperturas del componente més
breve pueden estar aisladas o formando parte de un cluster.

El histograma de tiempo de estado cerrado se ajusta con cinco componentes (Fig.
2.11). El més breve (29 + 10 ps, édrea relativa: 0.80 + 0.07) es el predominante y corresponde
a los cierres dentro de los bursts. El componente sucesivo (1.0 £ 0.6 ms, drea relativa: 0.11 £
0.02), también constante entre los diversos registros, pertenece a los cierres entre bursts
dentro de un cluster. Los demds componentes corresponden a cierres entre clusters
independientes, entre aperturas aisladas, o ambas.

El histograma de burst se construye definiendo un tiempo critico (t.iburst, Fig. 2.11)
en el histograma de cierres que se obtiene de la interseccidn entre el componente mas breve y
el sucesivo. En la mayoria de los registros este tiempo varia de 0.15-0.50 ms. El componente
mas largo del histograma formado de esta manera corresponde al tiempo de burst (700 + 150
ms).

De la misma manera, el histograma de clusters, se construye definiendo otro tiempo
critico (teiccluster, Fig. 2.11) que se toma del punto de interseccion entre el segundo
componente mds breve y el sucesivo. Las aperturas separadas por cierres mas breves que este
tiempo critico, que varia de 4-10 ms, constituyen un cluster. Nuevamente, el componente mas
largo del histograma formado a partir del t.;cluster, corresponde a los clusters cuya duracién

es de 1.29 + 0.25 segundos.

Las corrientes macroscépicas del receptor 5-HT34 se obtuvieron en la configuracion
outside-out a un potencial de membrana de -50 mV. Al igual que en canal tnico, se utilizé
una concentracion de 5-HT 3 uM (Fig. 2.12). A esta concentracion, la caida de la corriente

debida a desensibilizacion se ajusta con un unico exponencial de 1100 + 400 ms.
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5-HT 3 uM
V Fig. 2.12: Corriente macroscOpica de 5-
10 pA HTs;, obtenida en la configuracién outside-

4200 — out con una concentracién de 5-HT 3 uM.

Potencial de membrana: -50 mV.

Como el receptor de 5-HTz4 se bloquea con concentraciones de 5-HT mayores al
ECsp (2.7 uM; Gumilar and Bouzat, 2008, Corradi et al., 2009), no se usaron concentraciones
saturantes del agonista; por lo tanto, la constante de decaimiento medida en el ECs
representa un valor menor al real (tg= 1.1 £ 0.4 s). Sin embargo, las corrientes macroscépicas
obtenidas con concentraciones de 5-HT mayores a 10 uM muestran dos componentes, uno
rapido debido al bloqueo y uno lento, debido a la desensibilizacion (Corradi et al., 2009).
Este tdltimo componente es dos veces mds rapido que el que se obtiene en presencia de 5-HT
3 uM. Por lo tanto, a 5-HT 3 uM, el valor de t4 real seria el doble del obtenido a esta
concentracion.

El Esquema 2.1 que describe la cinética de activacion de los bursts del receptor nACh
a7, no puede ser utilizado para describir la cinética del receptor 5-HT3a, ya que en este
receptor los histogramas muestran varios estados abiertos y cerrados y la activacién ocurre en
bursts 'y clusters. El complejo esquema cinético fue descripto por primera vez en nuestro

laboratorio por Corradi y colaboradores (2009).

2- ROL DE LA INTERFASE ENTRE LOS DOMINIOS EXTRACELULAR Y
TRANSMEMBRANA
En los ultimos afios surgieron numerosos trabajos que demostraron que la zona estructural
que separa el dominio extracelular del transmembrana es crucial en el acoplamiento de la
unién del agonista con la apertura del poro i6nico (Bouzat et al., 2004; Xiu et al., 2005; Sine
and Engel, 2006; Gay and Yakel, 2007; Cederholm et al., 2009; Taly et al., 2009; Chang et
al., 2009). La contribucion funcional de esta region depende de la interaccion estructural y de
la compatibilidad de los residuos proyectados de ambos dominios (Bouzat et al., 2004).

En esta seccién del Capitulo II mostramos el estudio de la contribucién de los loops
B1B2, Cys-, B8P9, P10, el segmento pre-M1 y el linker M2M3 en el gatillado del canal. Las
secuencias de estos loops pertenecientes a los receptores nACh a7 y 5-HT;3, estdn alineadas

en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1 B1p2
44 49
o7 | DEKNQV
5-HT;, | DEKNQV
Cys
128 142
o7 | CYIDVRWEPEDVQHC
5-HT;, | CSLDIYNFPFDVOQNC
B8pY
169 174
o7 | IPNGEW
5-HTs, | INQGEW
p10
203 207
o7 | TMRRR
5-HT;, | IIRRR
pre-M1
208 214
o7 | TLYYGLN
5-HT;, | PLEYAVS
M2M3
265 274
a7 | SDSVPLIAQY
5-HT;, | AIGTPLIGVY

2.1 Interfase mixta conteniendo residuos de a7 y 5-HT3,

CAPITULO 11

Como mostramos anteriormente, el receptor nACh o7 forma canales muy breves con rapida

desensibilizacién, mientras que en el receptor 5-HT3a, los canales son prolongados y la

desensibilizacion lenta. Para identificar las bases estructurales de estos dos diferentes modos

de activacion usamos al receptor quimérico a7-5SHT34 con secuencias de a7 en el dominio

extracelular y de 5-HT34, en el transmembrana (Bouzat et al., 2004; Rayes et al., 2005). En la

figura 2.13 esquematizamos a una subunidad del receptor quimérico a7-5SHT;x. Cabe

destacar que se utiliz6 la forma de alta conductancia para poder detectar corrientes mediante

la técnica electrofisiolégica de Patch-clamp (ver Metodologia). Los residuos de 182 son los

mismos para a7 y 5-HT34. La quimera contiene secuencias de a7 en los loops Cys- y B8f39, y

de 5-HT3a, en los loops B10, pre-M1 y M2M3. A esto llamamos interfase mixta.

Fig. 2.13: Representacién esquematica
de una subunidad del receptor quimérico
o7-5HT;, conteniendo secuencias de o7
en azul y de 5-HT;4 en rojo.
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Los registros de canal tnico de la quimera o7-5HT34, obtenidos en la configuracion
cell-attached, muestran canales breves y aislados y otros en forma de bursts, conteniendo
aperturas largas, o largas y breves (Fig. 2.14). El histograma de tiempo de estado abierto esta
formado por tres componentes, el de mayor duracién corresponde un tiempo intermedio (6.2
+ 0.2 ms) (Rayes et al., 2005) entre los dos receptores nativos que componen la quimera (0.3

ms para a7 y 110 ms para 5-HTs4).

Abierto Cerrado
ACh 1 mM 5pA Cuentas
J 60 60
40

4
20 ms 2 20

10 pA l I n m I 5i1A
_| 0 T T T il

200 ms 5-4-3-2-101 5432101 2
500 ms .
log Duracion (s)

Fig. 2.14: Registros de corrientes del receptor quimérico a7-5HT;,. Izquierda: Corriente
obtenida en la configuracién outside-out con un pulso de ACh 1 mM. Potencial de
membrana: -50 mV. Derecha: Trazos de canal dnico activados con ACh 500 uM
acompaiiados de los correspondientes histogramas. Potencial de membrana: -70 mV.

Las corrientes macroscopicas del receptor quimérico a7-5HT3 se obtuvieron en la
configuracion outside-out con un pulso de 500 ms de ACh a concentraciones saturantes (1
mM) (Fig. 2.14). El valor de la caida de la corriente debido a desensibilizacion es intermedio
(t¢= 10 = 2 ms) entre a7 (1q= 0.4 ms) y 5-HT34 (4= 1100 ms).

De esta manera, el receptor quimérico a7-5HT3,, muestra corrientes unitarias y
macroscépicas intermedias entre los receptores nACh a7 y 5-HTsa. Nuestra hipétesis es que
este perfil cinético intermedio estaria dado por la interaccion de los diferentes residuos de a7

con los de 5-HT34 que forman la interfase.

2.2 Conversion de una interfase mixta en homogénea

La contribucion de la interfase mixta al perfil cinético intermedio se estudié con dos quimeras
adicionales formadas a partir de la quimera o7-5HT34: una llamada all-a7 que contiene todos
los loops de la interfase con secuencias de a7, y otra, all-SHT34, con la interfase formada por
residuos de 5-HT;4. Las secuencias sustituidas fueron: Cys-loop, B89, segmentos C-terminal
de B10 y N-terminal de M1, y linker M2M3 (Tabla 2.1); como la secuencia del loop B1p2 es

1déntica para o7 y 5-HT34 no se modifico.

96



CAPITULO 1I

i) Receptor con interfase a7 (all-a7)
La quimera all-a7, formada a partir del receptor a7-5HT;,, contiene secuencias de a7 en los
loops antes mencionados de la interfase. En la figura 2.15 se esquematiza la estructura de una

subunidad de la nueva quimera.

o7-5HT;4 all-o7

Fig. 2.15: Representaciéon esquematica de una
subunidad de las quimeras o7-5SHT;5 y all-o7. En
azul, secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,.

Como las aperturas de los canales que se obtenian en la configuracion cell-attached
eran infrecuentes para obtener una distribucion de los tiempos de apertura estadisticamente
aceptable, registramos los canales en la configuracion outside-out. Luego de aplicar un pulso
de ACh 1 mM a -70 mV en esta configuracion, se genera un pico de corriente macroscopica
seguido de canales claramente identificables (Fig. 2.16). Los intervalos de cierre entre
aperturas independientes aumentan a medida que el registro progresa, debido posiblemente a
la desensibilizacién, alterando la distribucién del histograma de cierre. La actividad del canal
decae rédpidamente y desaparece en menos de 10 segundos en presencia de ACh 1 mM (Fig.
2.16). Por lo tanto, se utilizaron los datos de numerosas aplicaciones de ACh al mismo parche
para obtener un histograma. A pesar de esto, la distribucion de las aperturas y cierres dentro

de un burst no se vio afectada.

Fig. 2.16: Trazo de corriente de la quimera all-a7 obtenido en la
configuracién outside-out con un pulso de ACh 1 mM. Potencial de
membrana: -70 mV.
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El histograma de tiempo de estado abierto de la quimera all-a7 se ajusta con dos
componentes (Fig. 2.17), el de mayor duracién (2.2 £ 0.9 ms), es mds breve que el de la
quimera o7-5HT3a asemejandose al receptor a7, aunque un poco mds prolongado que el
receptor nativo o7. El histograma de cierre estd formado por varios componentes con una

distribucién que depende de la expresion del parche.

ACh1mM ‘ 5pA Abierto Cerrado
e ——. e A whiemic %lé)entas 60
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Fig. 2.17: Registros de Patch-clamp de la quimera all-a7. Tanto la corriente macroscépica
como los canales se obtuvieron con un pulso de ACh 1 mM en la configuracién outside-out.
Izquierda: Corriente macroscOpica obtenida con un potencial de membrana de -50 mV.
Derecha: Trazos de canales e histogramas a un potencial de membrana de -70 mV.

Las corrientes macroscOpicas presentan una rapida desensibilizacion (tg= 5.9 + 2.3
ms; Fig. 2.17), y generalmente son pequefias y dificiles de detectar.

En el laboratorio de Steven Sine de la Clinica Mayo (USA) se realizaron los estudios
de competicion de ACh con ['*1] a-BTX sobre células BOSC intactas que expresaban la
quimera all-a7. Para esta quimera, el valor aparente de Kd (1.4 = 0.4 uM) es menor que el de
a7-5HT34 (56 £ 4.2 uM). Esto puede deberse a que la desensibilizacion es mayor para all-o7
y que el estado desensibilizado es de mayor afinidad.

De esta manera, para la quimera all-o7, la cinética de las corrientes unitarias y
macroscopicas se aproxima a la del receptor nACh o7, ya que presenta aperturas breves y una

rapida desensibilizacion.

ii) Receptor con interfase 5-HT3, (all-SHT3,)

De la misma manera que la quimera anterior, la quimera all-SHT;3,, se construy6 a partir de
la quimera a7-5HT;34 reemplazando las secuencias de los loops del dominio extracelular por
residuos de 5-HTsa (Fig. 2.18). De esta manera, todos los loops de la interfase contienen

secuencias del receptor de 5-HT34.
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(X7-5HT3A Clll-SHT3A

Fig. 2.18: Representaciéon esquemdtica de una
subunidad de las quimeras o7-5HT;, y all-5HT;,. En
azul, secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,.

CAPITULO 1I

La activacion de los canales unitarios de la quimera all-5HT34 se observa en forma de

bursts agrupados en clusters (Fig. 2.19). El histograma de tiempo de estado abierto se ajusta

con tres componentes como ocurre en el receptor nativo de 5-HTs4. El tiempo mds largo (40

+ 1 ms) es mayor que el de la quimera a7-5HT34. El histograma de estado cerrado presenta

cinco componentes, siendo el mayoritario el mas breve que corresponde a los cierres dentro

de los burst intraclusters (Fig. 2.19). Las corrientes macroscopicas decaen lentamente de sus

picos maximos (tq= 150 + 20 ms; Fig. 2.19).

Abierto Cerrado
ACh1 mM 5p/-\ Cuentas
20 ms
200 pA
200 ms —5 43207 543390 1 2
500 me log Duracion (s)

Fig. 2.19: Registros de corrientes macroscopicas y unitarias del receptor quimérico all-
5SHT;4. Izquierda: Corriente obtenida en la configuracién outside-out con un pulso de
ACh 1 mM a -50 mV. Derecha: Trazos de canal tinico activados con ACh 500 uM a -70

mV acompaiiados de los correspondientes histogramas.

A diferencia del receptor 5-HT3,a, la quimera all-5SHT;, exhibe aperturas breves (70

us) e intermedias (620 ps) en ausencia de ACh (Fig. 2.20), indicando que la constante de

equilibrio del gatillado es mayor en esta quimera que en el receptor nativo.

Abierto Cerrado
Cuentas
5743 2 5 43270

log Duracion (s)
Fig. 2.20: Canales espontianeos de la quimera all-SHT;,. Canales tnicos

obtenidos en la configuracion cell-attached en ausencia de ACh a -70 mV
acompafiados de los correspondientes histogramas.
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Nuevamente, la constante de afinidad aparente (Ky) del receptor all-SHT3, es menor
(1.2 £ 0.2 uM) que el de la quimera a7-5SHT34 (56 = 4.2 uM). Esto es esperable ya que el
tiempo de apertura para esta quimera es mayor que el de la quimera a7-5SHTs,, ademas de
presentar aperturas espontdneas.

En sintesis, la cinética de activacién de la quimera all-SHTs,, tanto en corrientes
unitarias como macroscopicas, se aproxima a la del receptor nativo 5-HTsa, ya que la

desensibilizacion es lenta y los clusters estdn formados por numerosas aperturas largas.

iii) Cinética de los receptores homopentaméricos nativos y quiméricos
Para cuantificar la cinética de los receptores nativos nACh a7 y 5-HTsa y la de las quimeras
all-a7 y all-5HT3, analizamos las duraciones de aperturas, de burst y de clusters, y el tiempo

de caida debido a desensibilizacién (t4) de cada uno (Fig. 2.21).
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Fig. 2.21: Comparacién del tiempo de estado abierto, de burst, de cluster y de
decaimiento de la corriente (t4) entre los receptores nativos, a7 y 5-HT3,a, ¥y
las quimeras all-a7 y all-5HT;4. Los valores se muestran como la media +
DS. Las diferencias estadisticamente significativas se determinaron con el test
de la T de Student. *p < 0.05.

Para el receptor nACh o7, las duraciones de apertura, de burst y la constante de
decaimiento de la corriente macroscépica (t4) son similares (Fig. 2.21). La duracion del burst
(0.33 ms) es similar a la constante de decaimiento de la corriente (0.4 ms). Esto se debe a que
la mayoria de los bursts consisten en una unica apertura y la desensibilizacion es el principal

camino por el cual los canales terminan su respuesta.
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En cambio, para el receptor 5-HT;, el tiempo de apertura es mucho mas breve que la
duracién del cluster y la constante de decaimiento (Fig. 2.21). Sin embargo, la duracién del
cluster es similar a la constante de decaimiento, indicando que los clusters son, en canal
unico, el equivalente a la desensibilizacién macroscépica.

Estos dos perfiles cinéticos diferentes sugieren que en la sinapsis, donde el pulso de
neurotransmisor es transitorio, la respuesta del receptor a7 es breve mientras que la del
receptor 5-HT34 es prolongada. Para ambos, la duracion de la respuesta estaria determinada

por la desensibilizacion.

En la quimera all-a7, los canales no se activan en clusters y las duraciones de las
aperturas y de los bursts son similares (Fig. 2.21), como se observa para el receptor nativo
a7. Sin embargo, la constante de decaimiento de la corriente es del doble con respecto a la
duracién del burst. Esto se deberia al cambio de configuracién en la adquisicidon de canales
unicos que altera la distribucién de los tiempos de cierre y por ende el tiempo critico para
definir el tiempo de burst.

La otra quimera, all-5HT3,, también muestra un comportamiento similar al del
receptor nativo 5-HT;,, el tiempo de apertura es mds breve que el tiempo de burst y de
cluster, y que la constante de decaimiento de la corriente. A su vez, la duracién del cluster y

la constante de decaimiento son similares (Fig. 2.21).

Cabe destacar que las diferencias entre las constantes de tiempo entre los receptores
nativos y las quimeras son esperadas ya que, en las quimeras, el dominio extracelular
presenta secuencias de a7 y el dominio transmembrana, secuencias de 5-HT34. Sin embargo,
la sustitucion de residuos de la interfase en la quimera a7-5HT3s por residuos de los
receptores nativos, reconstituye las propiedades fundamentales de activacién y
desensibilizacién de los receptores homopentaméricos originales.

En conclusidn, la interfase entre los dominios extracelular y transmembrana no sélo
acopla la union del agonista con la apertura del poro, sino que también determina la cinética

de apertura y desensibilizacion de los receptores homopentaméricos nACh a7 y 5-HT3a.

101



CAPITULO 1I

3- CONTRIBUCION DE LOS DIFERENTES LOOPS DE LA INTERFASE
Continuamos estudiando la contribucién de los diferentes loops de la interfase entre el
dominio unidor de agonista y el formador del poro iénico, en la duracién de la apertura y la

desensibilizacion de los receptores homopentaméricos.

3.1 Loops del dominio extracelular: Rol de los loops Cys-y B8p9

i) Contribucion del Cys-loop
El Cys-loop se encuentra ubicado en el dominio extracelular y estd formado por un puente
disulfuro separado por 13 aminodcidos entre las hojas plegadas f6 y B7. Es el que le da
nombre a toda la familia.

Para evaluar la contribucién del Cys-loop en la cinética del canal, sustituimos en la
quimera a7-5HT34 la secuencia de a7 de este loop por 5-HTsa (Fig. 2.22). Esta nueva

quimera se llamard CH1.

0.7-5HT3A CH1

Fig. 2.22: Representacion esquematica de una
subunidad de las quimeras a7-5HT;, y CHI. En
azul, secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,.

Las corrientes unitarias de esta quimera se observan en clusters de canales largos
sucesivos (Fig. 2.23). El histograma de tiempo de estado abierto se ajusta con tres
componentes. El mas largo, presenta un tiempo de apertura (37 + 3.0 ms) similar al de la

quimera all-SHT3x.
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Fig. 2.23: Registros de corrientes de la quimera CH1. Izquierda: Corriente obtenida
en la configuracion outside-out con un pulso de ACh 1 mM a -50 mV. Derecha:
Trazos de canal unico activados con ACh 100 uM a -70 mV acompafiados de los
correspondientes histogramas.

Las corrientes macroscOpicas obtenidas en la configuracidn outside-out decaen
lentamente (tg= 120 £ 35 ms; Fig. 2.23).

A pesar de que la quimera CH1 exhibe propiedades funcionales cercanas a la de la
quimera all-5HT;,, existen ciertas caracteristicas que la diferencian tales como una constante
de afinidad aparente mayor (menor afinidad por ACh; Kg= 8.1 £ 0.70 uM) y no presenta

aperturas espontaneas.

ii) Contribucion del loop B89
A continuacién evaluamos la contribuciéon de otro loop del dominio extracelular, el loop
B8P9. De la misma manera que la quimera anterior, sustituimos en a7-5HT34 las secuencias

de a7 presentes en el loop B8PR9 por secuencias de 5-HTza creando la quimera CH2 (Fig.

2.24).

U.7-5HT3A CH2

Fig. 2.24: Representaciéon esquemdtica de una
subunidad de las quimeras a7-5HT;, y CH2. En
azul, secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,.

Nuevamente, los canales obtenidos en la configuracion cell-attached se activan en
clusters (Fig. 2.25) y el histograma de tiempo de estado abierto muestra tres componentes, el
mads largo es similar (41 + 4 ms) al de la quimera all-5HT34. Las corrientes macroscépicas
también son mds lentas (4= 280 = 90 ms) que las obtenidas con a7-5SHT3,4 aproximandose a

la quimera all-SHTj3x.
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Fig. 2.25: Registros de Patch-clamp de la quimera CH2. Izquierda: Corriente obtenida en
la configuracién whole-cell con un pulso de ACh 1 mM a -50 mV. Derecha: Trazos de
canal tnico activados con ACh 500 uM a -70 mV acompafiados de los correspondientes
histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado.

La quimera CH2 presenta caracteristicas funcionales similares a CH1 ya que presenta
aperturas largas agrupadas en clusters y desensibilizacion lenta. Se aproxima a la actividad
que presenta la quimera all-5HT3,, aunque no exhiba canales espontdaneos en ausencia de

agonista y tenga una afinidad menor por la ACh (K¢= 2.6 + 0.10 uM).

De esta manera, mediante las quimeras CH1 y CH2, podemos ver que los loops Cys-
y B8P9 contribuyen de manera equitativa pero no aditiva a la cinética de apertura y
desensibilizacion del canal, y que son necesarias secuencias de SHT3a en ambos loops para

completar el perfil funcional completo de la quimera all-5HT34.

3.2 Loops del dominio transmembrana: Rol de M1 y M2M3

i) Secuencias de a7 en M1 y de 5-HT34 en M2M3
A continuacién evaluamos la contribucién del extremo N-terminal de M1 y del linker M2M3
en la funcionalidad del receptor.

Con este fin creamos una quimera a partir de o7-5HT3,, formada por residuos de a7

en el extremo N-terminal de M1 (quimera CH3; Fig. 2.26).

CH3

Fig. 2.26: Representacion esquemdtica de una
subunidad de las quimeras o7-5SHT;, y CH3. En azul,
secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,.
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La quimera resultante CH3, tiene alta expresion en superficie celular (84 £ 7 %
respecto a la quimera a7-5HT3,), pero ACh no produce ningin tipo de corriente en las
configuraciones testeadas, es decir no es funcional (Fig. 2.28). La constante de afinidad
aparente (Kq) es ligeramente superior (80 + 8.7 uM) a la de la quimera a7-5HT34 (56 + 4.2
uM).

Se construyo6 a partir de la quimera CH3 una segunda quimera, conteniendo también

secuencias de a7 en el loop B10 (CH4; Fig. 2.27).

CH3 CH4

Fig. 2.27: Representacién esquemdtica de una
subunidad de las quimeras CH3 y CH4. En azul,
secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,.

La quimera CH4, también expresa en superficie celular (47 + 18 % relativo a la
quimera o7-5HT34) y une ACh con una Ky similar (62 + 5.0 uM) al de la quimera a7-5HT3a,
pero tampoco genera corrientes con ninguna de las concentraciones testadas de ACh (Fig.
2.28).

ACh 1 mM

CH3  jrmmmamremsmemnfmseene

20 pA

200 ms

ACh 1 mM 5pA

20pA 10 ms

_Sr/-\

50 ms

200 ms

Fig. 2.28: Trazos de corrientes de las quimeras CH3 y CH4. No
se observé ningin tipo de actividad en los dos tipos de
configuraciones testadas, outside-out (izquierda) y cell-attached
(derecha).
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En ambas quimeras, CH3 y CH4, el loop M2M3 contiene secuencias de 5-HTja,
mientras que el segmento N-terminal de M1, secuencias de a7, sugiriendo que la interaccion
estructural entre estas dos regiones desacoplaria el dominio extracelular del transmembrana.

De esta manera, la union del agonista no genera la apertura del poro i6nico.

ii) Secuencias de 5-HT3, en M1 y de a7 en M2M3

Para examinar las consecuencias funcionales de las interacciones entre el segmento N-
terminal de M1 y el linker M2M3, construimos a partir de CH4 una quimera conteniendo en
M1 secuencias de 5-HT34 y en M2-M3, secuencias de a7 (CHS; Fig. 2.29), y otra con
residuos de 5-HT3, en M1 y 10 (CH6; Fig. 2.29), para revertir la interaccion de las quimeras
silentes CH3 y CH4.

CH4 CHS5 CH6

Fig. 2.29: Representacion esquemadtica de una subunidad de las quimeras
CH4, CHS5 y CH6. En azul, secuencias de a7 y en rojo, de 5-HT3,4.

Las quimeras resultantes, CHS y CH6, presentan corrientes unitarias y macroscopicas
robustas en respuesta a ACh, con caracteristicas funcionales similares a la quimera all-
SHT34a. Los canales se activan en clusters de largas aperturas (62 +4 y 50 £2 ms para CH5 y
CH6, respectivamente) separadas por tiempos breves (Fig. 2.30). Los histogramas de apertura
y cierre, las constantes de afinidad (3.3 + 0.7 y 24 + 0.6 uM para CHS y CHS6,
respectivamente) y las aperturas espontdneas en ausencia de ACh hacen que estas dos
quimeras sean funcionalmente similares a la quimera all-SHTs4.

Las corrientes obtenidas en la configuracion outside-out también decaen lentamente

(te= 320 £ 60 y 310 + 80 ms para CHS5 y CH6, respectivamente; Fig. 2.30).
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Fig. 2.30: Registros de corrientes de las quimeras CHS y CH6. Izquierda: Corrientes obtenidas
en la configuracion outside-out con un pulso de ACh 1 mM a -50 mV. Derecha: Trazos de
canal tnico activados con ACh 5 pM a -70 mV acompafiados de los correspondientes
histogramas de tiempo de estado abierto y cerrado.

En conjunto podemos inferir que las secuencias presentes en el extremo N-terminal de
M1 y el linker M2M3 pueden desacoplar la unién del agonista con la apertura del canal, y
que la presencia de residuos de 5-HT3a en pre-M1 genera aperturas largas en clusters y

desensibilizacion lenta, aunque M2M3 contenga secuencias de o7.

iii) Secuencias de a7 en M1 y M2M3
Por tultimo, creamos una quimera (CH7) sustituyendo, en la quimera CH6, las secuencias de
5-HT;4 en el extremo N-terminal de M1 por residuos de a7 (un cambio de sélo 5

aminoacidos).

CH6 CH7

Fig. 2.31: Representacién esquemadtica de una subunidad
de las quimeras CH6 y CH7. En azul, secuencias de a7 y
en rojo, de 5-HT34.

Obtenemos, de esta manera, una quimera con caracteristicas de cinética rapida
(similar al receptor nACh a7). Como no detectamos corrientes unitarias en la configuracion

cell-attached, registramos los canales en la configuracion outside-out. Alli podemos ver que
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las aperturas son breves (1.6 = 0.6 ms) y se agrupan en bursts (Fig. 2.32), y las corrientes

macroscépicas decaen rapidamente (tg= 3.4 £ 1.5; Fig. 2.32).

ACh 1 mM ” ﬂspA Abierto Cerrado
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Fig. 2.32: Registros de corrientes y canal Unico de la quimera CH7. La corriente
macroscopica y los canales se obtuvieron con un pulso de ACh 1 mM en la configuracién
outside-out. Izquierda: Corriente macroscOpica obtenida con a -50 mV. Derecha: trazos de
canales e histogramas a un potencial de membrana de -70 mV.

En conjunto, estos resultados revelan que distintas regiones discontinuas pero
localizadas en la interfase, como los loops Cys-, B8B9, linker M2M3 y la regi6n N-terminal
de M1, interaccionan entre si de diferente manera para acoplar la unién del agonista en el
dominio extracelular con la apertura del poro en el dominio transmembrana. Ademds definen

las caracteristicas de tiempo de estado abierto y desensibilizacién del receptor.

DISCUSION
A lo largo de este capitulo se ha resaltado la importancia de la zona donde confluyen las
hojas plegadas B del dominio extracelular con las hélices a del dominio transmembrana.
Partimos describiendo la cinética de activaciéon y desensibilizacion de dos receptores
homopentaméricos: el receptor nACh a7 y el receptor activado por 5-hidroxitriptamina tipo 3
(5-HT3). Y luego, mediante la creacion de varios receptores quiméricos evaluamos la
contribucidn de los diferentes loops de la region a la cinética de gatillado y desensibilizacidn.
Las distintas interacciones que se producen entre el agonista y el sitio de unién se
propagan hacia el poro mediante una serie de re-arreglos estructurales y cambios
conformacionales que terminan con el pasaje de iones por el poro. Estos movimientos
involucran a una regién ubicada entre los dominios extracelular, unidor de agonista, y el
transmembrana, formador del poro iénico. En este trabajo prestamos especial atencién a los
loops Cys-, B8B9, B10, pre-M1 y M2M3 (Fig. 2.33). La contribucién del loop B1B2 no fue

evaluada ya que la secuencia de esta zona en a7 y 5-HT34 es la misma. A pesar de esto, se
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discutird la contribucién de este loop junto con el aporte del extremo post-M4 a la

funcionalidad del receptor.

Fig. 2.33: Interfase entre los dominios extracellular y transmembrana. Izquierda: Estructura
del receptor nACh de Torpedo con una de sus subunidades resaltadas con el dominio
extracelular en amarillo y el transmembrana e intracelular en rojo. Derecha: Tres diferentes
vistas de la interfase rotada en el eje de las Y. Los diferentes componentes de esta region
fueron coloreados en naranja (B1B2), gris (B8P9), verde (Cys-loop), violeta ($10), rosa
(pre-M1), y azul (M2-M3).

La importancia de los loops B1B2 y Cys- en el gatillado ha sido confirmada para todos
los miembros de la familia de receptores Cys-loop (Xiu et al., 2005; Gay and Yakel, 2007;
Cederholm et al., 2009; Chang et al., 2009). En cambio, es el primer reporte de la
contribucion del extremo M1 terminal y su dependencia con el linker M2M3 a la cinética de

activacion y desensibilizacion del receptor.

Activacion y desensibilizacion en presencia de interfases con secuencias mixtas y
homogéneas

La importancia de una interfase ubicada entre el dominio unidor de agonista y el formador
del poro i6nico con secuencias aminoacidicas compatibles fue demostrada previamente con
una quimera conteniendo secuencias de la proteina unidora de ACh (AChBP) en el dominio
extracelular y secuencias de 5-HTs4 en el dominio formador del poro i6nico (Bouzat et al.,
2004). Este receptor quimérico unfa ACh pero no conducia iones. Unicamente cuando se
reemplazaron las secuencias de los loops de la interfase de la AChBP por residuos de 5-HTj3,,
la quimera fue funcional (Bouzat et al., 2004). Trabajos posteriores con quimeras también
concluyeron necesaria la compatibilidad estructural de esta region (Grutter et al., 2005b; Gee

et al., 2007).
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Comenzamos este estudio caracterizando en detalle la forma de activacién y
desensibilizacién de dos receptores cinéticamente diferentes, el receptor nACh a7 y el de 5-
HT3a. Las corrientes macroscopicas de o7 decaen rapidamente indicando una
desensibilizacion extremadamente rdpida (tq ~ 0.4 ms), y la activacién de los canales ocurren
como eventos aislados breves (~0.3 ms) y rara vez agrupados en bursts. Por el contrario, la
constante de decaimiento del receptor 5-HT34 es lenta (~1 s), y la activacién de corrientes
unitarias ocurre en aperturas largas (~100 ms) agrupadas en bursts, los cuales se fusionan
formando clusters de gran duracion.

Luego de caracterizar la cinética de activacion y desensibilizaciéon de estos dos
receptores, estudiamos un receptor quimérico formado por residuos de a7 en el dominio
extracelular, y por secuencias de 5-HTsa en el transmembrana (quimera o7-5HT3,a; Fig.
2.13). La secuencia de la interfase en esta nueva quimera es mixta: los loops Cys- y B8B9
contienen secuencias de a7 y los loops B10, pre-M1 y M2M3, de 5-HT3a. La constante de
decaimiento (t4) de esta quimera con interfase mixta es rdpida (~10 ms) pero no tan ripida
como en a7/, y los canales muestran aperturas intermedias (~6 ms) agrupadas en bursts de
pocos canales, que no se agrupan en clusters como en 5-HT3a, pero tampoco son breves y
aislados como en a7. De esta manera, la quimera o7-5HT35 muestra un perfil cinético
intermedio entre los dos receptores originales.

Nuestra hipétesis fue que la cinética intermedia se debia a la interfase mixta. Para
probarla creamos dos quimeras adicionales a partir de a7-5HT34 con interfases homogéneas
con el objetivo de reproducir la forma de activacién y desensibilizacion de los receptores
originales. Una, con los loops de esta region conteniendo Gnicamente residuos de a7 (all-a7),
y otra con residuos s6lo de 5-HT3a (all-5HT3,). Las corrientes macroscopicas y unitarias de
all-a7 se aproximan a las del receptor a7, exhibiendo desensibilizacion rapida y aperturas
breves agrupadas en bursts. De manera andloga, el perfil cinético de all-5SHT;, se aproxima
al del receptor de 5-HTs,, exhibiendo desensibilizacion lenta y clusters de largas aperturas.
Se esperaban diferencias cuantitativas entre estos receptores quiméricos y los originales ya
que los primeros contienen secuencias de a7 en el dominio unidor de agonista 'y de 5-HTs4 en
los dominios formador del poro idnico y citoplasmatico. A pesar de esto, la sustitucion de los
residuos de la interfase entre ambos dominios de la quimera a7-5SHT;a reconstituye las
propiedades fundamentales de activacion y desensibilizacion de los receptores originales.

En conclusion, la interfase ubicada entre los dos dominios principales del receptor no
s6lo estd involucrada en el acoplamiento de la unién del agonista con la apertura del poro

i6nico, sino que ademds determina la duracién de los tiempos de apertura y desensibilizacion
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del receptor. De esta manera, la interfase gobernaria también la duracién de la respuesta

sindptica y en el periodo refractario.

Funcion de los distintos loops que componen la interfase
Los diferentes loops de la interfase contribuyen a las caracteristicas funcionales tipicas del
receptor dependiendo del tipo de secuencias presentes en los distintos sectores de esta region.

Existen numerosos trabajos que aportan informacion acerca del rol de la interfase en
el acoplamiento de la unién del agonista con la apertura del poro (Bouzat et al., 2004; Lee
and Sine, 2005; Xiu et al., 2005; Bouzat et al., 2008; Cheng et al., 2009; Cederholm et al.,
2009; Taly et al., 2009; Bartos et al., 2009a). En este trabajo vimos que la interfase entre los
dominios extracelular y transmembrana puede ser modificada de manera tal que se generen
distintos tiempos de estado abierto y velocidades de desensibilizacidn, y que estos cambios
ocurren en paralelo y contribuyen a la finalizacién de la respuesta sinéptica.

El acoplamiento de la unién del agonista con el gatillado del canal que lleva a la
apertura del poro i6nico requiere cambios estructurales coordinados de los multiples loops
que forman la interfase, ademds de una compatibilidad estructural entre ellos (Bouzat et al.,
2004; Bouzat et al., 2008). La necesidad de compatibilidad estructural sugiere que la
contribucién funcional de cada loop depende en gran medida de la interaccién con los demés
segmentos de la region. En los dltimos afos surgieron trabajos que apoyan esta teoria,
mediante el estudio del acoplamiento energético de pares de residuos provenientes de
diversos loops de la interfase (Lee and Sine, 2005; Lee et al., 2009).

En este trabajo demostramos que las contribuciones funcionales de los loops Cys- y
B8R9, del extremo N-terminal de M1 y M2M3 dependen de las secuencias de los otros loops
presentes en la region (Fig. 2.34). Estructuras adicionales de la periferia de la interfase, como
las hélices a del extremo C-terminal de M4, podrian potencialmente contribuir a esta
interaccién funcional (Xiu et al., 2005). Si estas estructuras contribuyen o no al tiempo de

estado abierto y a la desensibilizacion quedara para futuros estudios.
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Fig. 2.34: Interfase entre el dominio unidor de agonista y el formador del poro
ionico. Representacion en superficie (izquierda) y esquema (derecha). Los
distintos componentes estdn coloreados en naranja (B1p2), gris (38B9), verde
(Cys-loop), violeta (10), rosa (pre-M1), azul (M2-M3) y celeste (post-M4).

i) Loops del dominio extracelular: Rol de los loops Cys-y B8p9

En este trabajo vimos cémo dos loops del dominio unidor de ACh, Cys- y B89, contribuyen
al tiempo de estado abierto y a la velocidad de desensibilizacién del canal de una manera no
aditiva. El reemplazo de secuencias de a7 en la quimera a7-5HT34 por residuos de 5-HT34 en
uno o ambos loops prolonga el tiempo de estado abierto y enlentece la desensibilizacion.

El Cys-loop, estructura caracteristica de toda la familia, estd altamente involucrado en
el acoplamiento estructural de los dominios extracelular y transmembrana (Chakrapani et al.,
2004; Xiu et al., 2005; Lee et al., 2009). Se ubica entre la regién pre-M1 y el linker M2M3
(Fig. 2.33). Dentro de este loop, uno de los residuos candidatos involucrados en la
transduccion de la sefial es Aspl38. Este podria interaccionar electrostiticamente con la
Argd29 de post-M4 (Xiu et al., 2005).

El loop B8P9 estd localizado cerca del dominio transmembrana entre el loop B1P2 y
pre-M1 (Fig. 2.33) (Unwin, 2005). El estudio con quimeras determind indispensable la
contribucién de este loop a las propiedades funcionales del canal (Bouzat et al., 2004). Su rol
no es del todo claro ya que la secuencia aminoacidica de esta region es la mds variable de
toda la familia Cys-loop (Law et al., 2005). Uno de los residuos candidatos involucrados en
los movimientos producidos durante la activacion del receptor es Glul72 (Galzi et al., 1996).

Los loops Cys- 'y B8B9 no hacen contacto fisico, por lo tanto, las bases estructurales de
la contribucién no aditiva resultaria de la interaccién de estos loops con estructuras comunes
a ambos. La cadena B10, localizada entre ambos loops (Fig. 2.33), jugaria un rol clave en el
correcto funcionamiento de la region. De hecho, en estudios previos, reportaron a la Arg209

(residuo del loop B10) como residuo clave en la activacion del receptor (Lee and Sine, 2005;
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Sine and Engel, 2006). De esta manera, los loops Cys- y B8B9 podrian modular la cadena
B10, convirtiéndola en un determinante clave del tiempo de estado abierto y desensibilizacion

del canal.

ii) Loops del dominio transmembrana: Rol de M1 y M2M3

Este estudio también revela la contribucién del extremo N-terminal de M1 y su relacién de
dependencia con las secuencias presentes en los demas loops sobre todo las de M2M3. Si pre-
M1 contiene secuencias de a7 y M2M3, de 5-HT3za, se interrumpe el acoplamiento entre la
unién del neurotransmisor y la apertura del poro iénico, quedando de manifiesto que pre-M1
es selectivamente permisivo a la respuesta mediada por el agonista. Por el contrario, si M1
contiene residuos de 5-HTza, se genera una respuesta prolongada luego de la union del
agonista, independientemente de que M2M3 contenga secuencias de a7 o de 5-HT3a. De esta
manera, la habilidad del agonista de iniciar una respuesta depende de la combinacién de
secuencias en pre-M1 y en M2M3.

La region pre-M1 (muchas veces nombrada como [10) estd conectada al loop C del
sitio de union de agonistas mediante el loop P10 (Fig. 2.33) y contiene varios residuos
arginina conservados a lo largo de la familia Cys-loop. La Arg209, cumple un rol clave en el
gatillado del receptor nACh muscular (Lee and Sine, 2005). Uno de los mecanismos
postulados para el gatillado es la ruptura de un puente hidrégeno formado entre esta arginina
y el residuo Glu45 del loop B1B2. Luego, la Val46 de B1B2 se acoplaria energéticamente a los
residuos Pro272 y Ser269 de M2M3 (Lee and Sine, 2005). Otro mecanismo propuesto,
postula que la regién de pre-M1 se acoplaria a M2M3 mediante el Cys-loop (Lee et al.,
2009). En conjunto, estos estudios realizados en el receptor nACh muscular muestran que
pre-M1 estaria acoplado a M2M3 por medio de B1B2 y Cys-loop.

Una de las primeras regiones estudiadas involucrada en el gatillado del canal fue la
del linker M2M3. Existen numerosos residuos de M2M3 involucrados en la transduccién de
la senal (Lee and Sine, 2005; Lummis et al., 2005; Lee et al., 2009). Un mecanismo postula
que la Pro272 se isomerizaria de trans a cis moviendo el segmento M2 para permitir el pasaje
de iones (Lummis et al., 2005; Melis et al., 2009). Este mecanismo no se cumple en todos los
miembros de la familia Cys-loop (Paulsen et al., 2009). A pesar de esto, queda claro que el
linker M2M3 cumple un rol fundamental en la interfase. Varias mutaciones naturales que

ocurren en esta region resultan en enfermedades humanas hereditarias (Elmslie et al., 1996).
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La region pre-M1 se encuentra estructuralmente préxima al loop M2M3 de la
subunidad adyacente (Fig. 2.35) (Unwin, 2005), sugiriendo que estas dos regiones podrian
estar en contacto directo. Dentro de una misma subunidad, estas dos regiones podrian
interaccionar mediante una tercera estructura (Fig. 2.33), como el loop B1p2 (Lee and Sine,
2005) o el Cys-loop (Lee et al., 2009). Los residuos de estas regiones constituyen un punto de
partida para investigar las posibles interacciones entre pre-M1 y M2M3. Los posibles puntos
de contacto segun la estructura en PDB 2BG9 del receptor de Torpedo propuesto por Unwin

(2005) se muestran en la siguiente figura (Fig. 2.35):

pre-M1
208 214
a7 TLYYGLN

5-HT;4, PLFYAVS

M2M3
265 274

a7 SDSVPLIAQY
5-HT;y AIGTPLIGVY

Fig. 2.34: Posibles puntos de contacto entre pre-M1 (azul) y M2M3 (verde) de
dos subunidades adyacentes. Izquierda: Representacion esquemdtica segin la
estructura PDB 2BGY9. Derecha: Secuencias alineadas mostrando los residuos
involucrados.

Demostramos que las secuencias presentes en pre-M1 son decisivas en la cinética de
apertura y desensibilizacién del canal. Si esta regién contiene secuencias de 5-HTsa, el
tiempo de estado abierto es largo y la desensibilizacién lenta, independientemente si los
residuos de M2M3 son de a7 o de 5-HTsa. Sin embargo, la contribucion de residuos de 5-
HT34 en pre-M1 no es absoluta, ya que estd modulada por los loops vecinos, por ejemplo en
la quimera a7-5HT;, donde el tiempo de estado abierto y la desensibilizacién son
intermedios.

Actualmente las interacciones puntuales entre pre-M1 y M2M3 contindan en estudio

ya que posiblemente otras regiones como B1B2 y Cys-loop estén participando.

Conclusiones finales
El surgimiento de la estructura de la AChBP (Brejc et al., 2001) y luego la del receptor nACh
de Torpedo (Unwin, 2005) han facilitado la tarea de identificar los elementos involucrados en

los cambios producidos por la unién del neurotransmisor. Sin embargo, dado que estos
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modelos son estructuras rigidas y no moléculas dindmicas, sirven para elegir estructuras que
luego deben ser evaluadas experimentalmente.

Una vez determinada que la compatibilidad estructural es necesaria en la interfase
ubicada entre los dominios extracelular y transmembrana para acoplar la unién del agonista
con la apertura del poro i6énico (Bouzat et al., 2004), establecimos que el tipo de secuencias
presentes en esta region determina ademads, el tiempo de estado abierto y desensibilizacion
del canal. Pudimos reproducir en quimeras dos tipos de cinética muy diferentes, como son la
de los receptores a7 y 5-HTsa, reemplazando secuencias de la interfase por la de los
receptores originales. Ademds establecimos la contribucién no aditiva de dos loops del
dominio extracelular (Cys- y B8B9), y la relacién entre pre-M1 y M2M3. Estas cuatro
regiones de la interfase forman una red estructural que determina la vida util del receptor

activado asi también como la duracién de la latencia entre respuestas sindpticas.
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CONCLUSIONES FINALES DEL CAPITULO II

¥ La interfase ubicada entre el dominio unidor de agonista y el dominio formador
del poro iénico acopla la unién del agonista con la apertura del poro idnico y
determina la cinética de apertura y desensibilizacion de receptores

homopentaméricos.

* La activacion del receptor nACh a7 es en forma de canales breves y principalmente

aislados, y las corrientes macroscopicas se desensibilizan rapidamente.

* Por el contrario, los canales unicos del receptor 5-HT34 presentan tiempos de estado
abierto prolongados y se agrupan en largos clusters. Las corrientes se desensibilizan

lentamente.

* El receptor quimérico a7-5HT3a, que posee una interfase mixta formada por loops
con secuencias de a7 y de 5-HTs4, exhibe propiedades funcionales intermedias entre

los dos receptores originales.

* Si la interfase de esa quimera es reemplazada por secuencias de a7, el receptor
quimérico resultante presenta canales breves y desensibilizacion rapida, semejante al
receptor nativo o7. De la misma manera, si se reemplaza por secuencias de 5-HTja,
los canales son largos y la desensibilizacion lenta, similar al receptor de 5-HT34. De

esta forma, las cinéticas de los receptores nativos son determinadas por la interfase.

# Los loops Cys- y B8B9 del dominio extracelular, contribuyen al tiempo medio de
estado abierto y a la constante de desensibilizaciéon de una manera no aditiva,

posiblemente interaccionando con la cadena $10.

* La region pre-M1 interaccionaria, directa o indirectamente, con M2M3. Si pre-M1
contiene secuencias de a7 y M2M3, de 5-HT34, se desacopla la unién del agonista con
la apertura del poro (CH3 y CH4); pero si en M2M3 existen residuos de a7 (CH7) se
reproduce la activacion de o7. En cambio, si pre-M1 contiene secuencias de 5-HT3a
los canales son largos y la desensibilizacion es lenta independientemente de las

secuencias presentes en M2M3.
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% Estos resultados revelan que distintas regiones discontinuas pero localizadas en la
interfase, como los loops Cys-, B8B9, el linker M2M3 y N-terminal de MI,
interaccionan entre si formando una compleja red de comunicacién que traduce los

mensajes del sitio de unién de agonistas a la compuerta del receptor.
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ABREVIATURAS




ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

a: velocidad de cierre del canal

a-Btx: a-bungarotoxina

a7-5HT34: receptor quimérico formado por secuencias de a7 en el dominio extracelular y
serotonina (5-HT34) en el transmembrana

B: velocidad de apertura del canal

B10: extremo de la hoja plegada 10

0: constante de gatillado del canal

Tert: tiempo critico

Trecuperacion: t1€Mpo de recuperacion

To: tiempo de estado abierto

°C: grados centigrados

UM: micromolar

Ks: microsegundos

5-HT: serotonina (5-hidroxitriptamina)

5-HT3aR: receptor de serotonina tipo 3A

A: agonista

Al: estado abierto breve

A2: estado abierto largo

A: angstrom

ACh: acetilcolina

AChBP: proteina unidora de acetilcolina

AChR: receptor de acetilcolina

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNCc: 4cido desoxirribonucleico complementario

AMPA: 4dcido a-amino-3-hidroxi-5-metilsoxazolpropiénico
ATP: adenosin trifosfato

B: estado bloqueado

BOSC 23: células embrionarias de rinén humano modificadas
C: estado cerrado

C1: estado cerrado breve

C2: estado cerrado largo
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ABREVIATURAS

Ca®": catién calcio

Cys-loop: segmento que conecta las hojas plegadas 6 y 7 ubicado en la interfase entre los
dominios extracelular y transmembrana.

D: estado desensibilizado

DS: desvio estdndar

ECsy: dosis efectiva 50

ECD: dominio extracelular

ECS: solucién extracelular

ELIC: bacteria Erwinia chrysanthemi

Fig: figura

GABA: 4cido y-aminobutirico

GFP: proteina verde fluorescente

GLIC: bacteria Gloebacter violaceus

GlyR: receptor de glicina

I: corriente

ICD: dominio intracelular

ICS: solucion intracelular

K: constante de disociacién

K™: catién potasio

k,p: velocidad de bloqueo

k: velocidad de desbloqueo

Kg: constante de disociacion para el bloqueo
kHz: kilohertz

LGIC: canales i6nicos activados por ligandos
log: logaritmo

Loop B1P2: segmento que conecta las hojas plegadas f1 y 2 ubicado en la interfase entre los
dominios extracelular y transmembrana.
Loop B8PB9: segmento que conecta las hojas plegadas B8 y 9 ubicado en la interfase entre los
dominios extracelular y transmembrana.

M: molar (concentracién)

MI1: primer segmento transmembranal

M2: segundo segmento transmembranal

M3: tercer segmento transmembranal
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ABREVIATURAS

M4: cuarto segmento transmembranal

M2M3: porcién que conecta los segmentos transmembrana M2 y M3
mM: milimolar

ms: milisegundos

mV: milivoltio

Na®: catién sédio

nH: coeficiente de Hill

NMDA: N-metil-D-aspartato

pA: picoampere

Papertura: probabilidad de apertura

PDB: base de datos de proteinas

post-M4: extremo terminal del segmento M4

pre-M1: principio del segmento M1

R*: receptor en estado activo

R: receptor en estado de reposo

Receptor 5-HT34a: receptor de serotonina tipo 3

Receptores P2X: receptores gatillados por ATP

REFER: Rate-Equilibrium Free Energy Relationship
Ric-3: chaperona Resistente a la Inhibicion por Colinesterasa.
s: segundos

T4: constante de tiempo de caida debida a desensibilizacion
TMD: dominio transmembrana

V: voltaje
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